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RESUMEN

En mamíferos, los espermatozoides recién eyaculados son móviles y viables, no
obstante son incapaces de fecundar al oocito. Para lograr esta función es
necesario que ocurra el proceso de capacitación que se produce al interactuar los
espermatozoides con las secreciones presentes en el tracto reproductivo
femenino. Ello conlleva a cambios bioquímicos en la membrana celular, como
modificación del pH intracelular, incremento de la permeabilidad para iones como
el Ca2+, aumento en la fluidez de la membrana plasmática y su metabolismo, y a la
modificación de los patrones de fosforilación de proteínas y composición lipídica.

Teniendo en cuenta este proceso fisiológico el objetivo de este trabajo fue evaluar
tres

protocolos

que

inducen

capacitación

espermática

In

Vitro

en

el

espermatozoide bovino. Los protocolos son: 1) Medio TALP; descrito por Parrish,
1988; 2) Medio BO, descrito por Brackett y Oliphant, 1975; y 3) Medio BWW;
publicado por Visesato M, 2007, trabajando con heparina como inductor de la
capacitación espermática bovina. Se determinó cual de estos se desempeña mejor
evaluando penetración oocitaria. Es por eso que además de trabajar con
espermatozoides bovinos, se trabajó In Vitro oocitos madurados con suero fetal
bovino para obtener una deseada penetración oocitaria.

Se utilizó semen congelado de un toro propiedad de la universidad de La Salle (F1
Holstein x Normando) al cual se le realizó capacitación y selección espermática
por el método swim-up para los tres protocolos anteriormente mencionados. Para
determinar si la célula espermática ha sido capacitada, utilizamos eosina, como
colorante la cual nos ayudo a la identificación de los espermatozoides que
presentaron reacción acrosómica. Los ovocitos provenían de ovarios de un
matadero local de la ciudad de Bogotá. Estos fueron madurados por cultivo en un
medio TCM-199 suplementado con SFB durante 24 horas. Después de

madurados,

fueron

fertilizados

a

una

concentración

de

1

x

106

espermatozoides/ml. Todos los cigotos fueron cultivados en un medio que
contenía SSFA+SFB por siete días para cuando se esperaba estarían en estado
de mórula o blastocito.

A nivel de laboratorio se observó cual de los tres protocolos de capacitación
espermática se comportó mejor de acuerdo al porcentaje de penetración
espermática. Los resultados mostraron una mejor tasa de fertilización utilizando el
protocolo TALP + Heparina, 29,62%, presentando mayor numero de cigotos que
utilizando el protocolo B.O. y B.W.W, 28,70 y 19,44% respectivamente. Pero los
resultados no fueron significativos, ósea no hubo diferencias notorias entre los tres
medios de capacitación con respecto al porcentaje de fertilización In Vitro,
(p>0,05). Los porcentajes de espermatozoides vivos capacitados y porcentaje de
reacción acrosómica fueron significativamente diferentes para los tres medios,
presentando los mejores resultados cuando se trabajo con medio TALP +
Heparina.

ABSTRACT

In mammals, sperm newly ejaculate are mobile and viable, however are unable to
fertilise the oocyte. To achieve this function is necessary to happen the training
process that occurs when sperm interact with secretions in the female reproductive
tract. This leads to biochemical changes in the cell membrane, as amended
intracellular pH, increased permeability for ions such as Ca2 +, increasing the
fluidity of the cell membrane and their metabolism, and changing patterns of
protein phosphorylatión and composition lipid.

Taking into account this physiological process the aim of this study was to evaluate
three protocols that induce In Vitro sperm training in cattle sperm. The protocols
are: 1) Medium Talp; described by Parrish, 1988; 2) Medium BO, described by
Brackett and Oliphant, 1975, and 3) Medium BWW; published by Visesato F, 2007,
working with heparin as inducer of training sperm bovine. It was determined that
these plays are better assess oocyte penetration. That's why in addition to working
with cattle sperm, they worked In Vitro matured oocytes with fetal bovine serum to
obtain a desired oocyte penetration.

We used frozen semen of a bull owned by the De La Salle University (F1 Holstein
x Norman) to which he conducted training and selection by the sperm swim-up
method for the three protocols above. To determine whether the sperm cell has
been trained, we use eosin, as a colour which helped us to identify sperm that had
acrosome reaction. Oocytes ovaries came from a local slaughterhouse in the city
of Bogotá. These were matured in cultivation by half TCM-199 supplemented with
SFB for 24 hours. After matured, were fertilized in a concentration of 1 x 106 sperm
/ ml. All zygotes were cultured in a medium containing SSFA + SFB for seven days
when it was expected to be in a state of morula or blastocyst.

At the laboratory was found which of the three protocols training sperm are better
behaved according to the percentage of sperm penetration. The results showed a
better rate of fertilization using the protocol Talp + Heparin, 29.62%, introducing
greater number of zygotes that using the protocol BO and B.W.W, 28.70 and
19.44% respectively. But the results were not significant, bone there were no
differences among the three notorious media training with regard to the percentage
of In Vitro fertilization (p> 0.05). The percentages of live sperm cells trained and
percentage reaction acrosómica were significantly different for all three media,
presenting the best results when working with half Talp + Heparin.

INTRODUCCIÓN

La importancia de la biotecnología reproductiva se basa en la formación de nuevos
individuos de la misma especie, contribuyendo a la conservación y subsistencia de
especies en peligro de extinción siendo en estos momentos la problemática de
mayor peso en la vida animal, sobre todo la silvestre.

A medida que la tecnología avanza en el campo de la medicina veterinaria, se
descubrieron nuevas técnicas para aumentar tanto la conservación de dichas
especies como mejorar la genética de animales con bajas características
genotípicas y fenotípicas. Entendiendo como mejoramiento genético, al conjunto
de procesos que tiene como finalidad aumentar las combinaciones genéticas
adecuadas en una población, para mejorarla, en cuanto a la calidad del producto
deseado en diferentes sistemas de producción.

Una de las ramas de la reproducción animal, se conoce con el nombre de
biotecnología reproductiva, que hace parte de la genética animal. Esta inicia con la
inseminación artificial, cuando en 1780 el fisiólogo Spallanzani reporta los
primeros datos de esta técnica (Hafez, 1987). Este método abrió nuevas puertas
en el proceso investigativo con el fin de aprovechar al máximo la genética de
hembras genotípica y fenotípicamente aceptable para mejorar la calidad en un
sistema de producción. Posteriormente en 1890, se abre un nuevo camino con la
transferencia de embriones, probada inicialmente en conejos, evolucionando y
perfeccionándose en grandes animales. Esta técnica ha tenido gran impacto en la
ganadería Colombiana ya que se encarga de aprovechar al máximo el potencial
genético de nuestros animales y es una alternativa de aprovechamiento genético
con hembras de descarte o simplemente animales que frecuentan problemas de
infertilidad.

Unido a la transferencia de embriones esta la congelación, fertilización y desarrollo
de embriones In Vitro, clonaje, sexaje, y transferencia de genes, que son los
últimos avances de la ciencia en el campo de la reproducción.

Pero antes que un oocito pueda ser fertilizado, ya sea In Vivo o In Vitro; el
espermatozoide debe pasar por un proceso que garantice la penetración y la
fusión de estas dos células. Esta célula espermática, sufre una serie de cambios
durante el tránsito por el tracto reproductor femenino y que le confiere la habilidad
para fecundar al ovocito, este fenómeno se denomina capacitación espermática.
Cabe antes decir que; primero se debería identificar los factores que regulan la
capacitación espermática In Vivo, para posteriormente comprender la regulación
fisiológica y también el desarrollo de medios químicamente definidos utilizados en
técnicas de fecundación "In Vitro" y técnicas relacionadas.

Para que se produzca este evento primero se debe eliminar el plasma seminal, y
otros componentes que están adheridos a la membrana plasmática, mediante la
pérdida de proteínas o disminución de su peso molecular, transformación de los
fosfolípidos, reducción de la relación esterol/fosfolípidos, cambios en los radicales
glucídicos de las glicoproteínas o de los glucolípidos y pérdida de glúcidos
complejos.

Estos

cambios

tienen

como

consecuencia

buscar

que

el

espermatozoide manifieste su hipermotilidad, fenómeno calcio-dependiente,
también su capacidad de fijarse a la zona pelúcida, para lo cual se han descrito
receptores que deben ser expuestos en la superficie del espermatozoide y
capacidad de fusionarse con la membrana plasmática del ovocito, este evento
tiene como requisito indispensable la ruptura del acrosoma, lo que se conoce
como reacción acrosómica. Esta demostrado que para la capacitación de
espermatozoides bovinos es necesaria la presencia de heparina en el medio; esta
estimula la capacitación. Ello puede explicarse debido a que la heparina se
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encuentra en las secreciones uterinas y tubáricas en la vaca, siendo conocido que
este compuesto favorece el influjo de Ca++ (Gonzales, 2001).
En Colombia se ha trabajado con medios de capacitación espermática para
posteriormente fertilizar ovocitos In Vitro. Chacón y col, 2003, trabajó con semen
de un toro de la raza Gyr; en este trabajo utilizaron heparina como inductor de la
capacitación espermática, demostrando que utilizando 6 mg/ml de heparina la tasa
de fertilización In Vitro era mejor comparándola con 2 y 4 mg/ml. Por otra parte,
Salgado y col, en el 2005; utilizaron diferentes concentraciones de heparina, 2, 4,
8, 10, 16 y 20 mg/ml y evaluaron diferentes dosis de espermatozoides del
eyaculado de un toro Holstein, las dosis fueron 0.5, 1, y 2 x 106 espermatozoides
por ml.

Los protocolos utilizados en este trabajo, presentan características que sirven para
asegurar capacitación espermática In Vitro. Los protocolos son: 1) Medio TALP;
descrito por Parrish, 1988; 2) Medio BO, descrito por Brackett y Oliphant, 1975; y
3) Medio BWW; publicado por Visesato M, 2007, trabajando con

ovocitos y

espermatozoides bovinos. Todos estos medios utilizaron heparina, a una
concentración de 10 mg/ml como inductor de la capacitación espermática bovina.
Los ovocitos fueron extraídos de ovarios provenientes de animales sacrificados en
un matadero local, estos fueron madurados en medios ideales, teniendo en cuenta
los puntos críticos para el buen desarrollo de nuestro trabajo. Estos puntos fueron
la temperatura y la esterilidad de los medios y material que utilizamos en
laboratorio.
Después de madurados los ovocitos, fueron fertilizados, y los cigotos permanecían
en una incubadora de CO2, durante 7 días, cambiándolos de medio cada 24 horas
los 2 primeros días después de la fertilización. Finalmente, se determinó cual de
los tres protocolos se desempeña mejor evaluando penetración oocitaria y
porcentaje de reacción acrosómica.
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1. MARCO TEÓRICO

1.1

MORFOLOGÍA DEL ESPERMATOZOIDE

Los espermatozoides se forman en los túbulos seminíferos de los testículos. El
espermatozoide maduro esta compuesto por una cabeza aplanada portadora
del núcleo. La cabeza esta

cubierta por el acrosoma compuesto por una

membrana acrosomal externa e interna. Estas dos membranas están
conectadas por puentes, que mantienen al parecer el espacio de dichas
membranas. Este acrosoma, o casquete acrosómica, es una estructura de
doble pared situada entre la membrana plasmática y la porción anterior de la
cabeza del espermatozoide (Mc Donald´s, 2003).
El acrosoma cubre el extremo anterior del núcleo espermático. Es un delgado
saco membranoso de doble capa ubicado sobre el núcleo y que se establece
durante las últimas etapas de la formación del espermatozoide. Posee
acrosina, hialuronidasa y otras enzimas hidrolíticas que participan en el
proceso de la fecundación. El segmento ecuatorial del acrosoma es importante
debido a que es esta parte del espermatozoide, junto con el segmento anterior
de la región posacrosómica, la que se fusiona inicialmente con la membrana
del oocito durante la fecundación (Hafez, 2004).
La cola contiene elementos metabólicos para producir energía y proporciona
mecanismos de propulsión para la motilidad. Esta estructura esta formada por
una pieza media, una pieza principal y una pieza terminal. Un delicado cuello
se ensambla entre la pieza media y la cabeza y las fibrillas flagelares amplían
la longitud de la cola (Mc Donald´s, 2003).
La gota protoplásmica o citoplásmica, que suele desprenderse de los
espermatozoides tras la eyaculación, está compuesta de citoplasma residual.

21

Aunque se considera anormal en los espermatozoides eyaculados de la mayor
parte de las especies, puede retenerse en la región del cuello, donde se
conoce como gota proximal, o cerca del anillo citoplásmico, donde se le
denomina gota distal (Hafez E.S.E, 2004).
Figura 1. Espermatozoide bovino.

I) Cabeza II) Cuello III) Pieza media IV) Pieza principal V) Pieza final 1) Membrana
citoplasmática 2) Acrosoma

3) Membrana nuclear 4) Núcleo

5) Casquete posnuclear 6)

Centríolo proximal 7) filamento axial 8) Hélice mitocondrial 9) Envoltura fibrosa
Fuente: Mc Donald´s, 2003

1.2

CONSTITUYENTES BIOQUÍMICOS DEL ESPERMATOZOIDE

El núcleo del espermatozoide está compuesto por cromatina condensada que
es un complejo formado por ácido desoxirribonucleico (DNA) y una clase
especial de proteínas básicas llamadas protaminas espermáticas. Estas
proteínas nucleares básicas, importantes para la condensación y estabilización
del DNA, son mantenidas juntas por enlaces sulfhidrilo. Otro componente
bioquímico del espermatozoide es la proacrosina, precursor de una enzima
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proteolítica, la acrosina, que se piensa que ayuda a los espermatozoides que
están penetrando, a digerir un camino a través de la zona pelúcida. Están
presentes así mismo otras enzimas metabólicas, incluyendo la deshidrogenasa
de lactato específica de los espermatozoides, conocida como LDH-X. Los
nucleótidos adenina y guanina, ricos en energía, son componentes importantes
de la energética espermática, como los son también las proteínas del axonema,
tubulina y dineína. Se ha demostrado que la dineína espermática, que es la
principal proteína en los brazos de los microtúbulos axonémicos, es una
ATPasa activada por cationes divalentes (Hafez, 2004).

1.3

ESPERMATOGÉNESIS

La espermatogénesis se refiere al proceso de diferenciación y división celular
que conduce a la formación de espermatozoides. Los espermatozoides son
formados en los túbulos seminíferos por una serie de divisiones celulares,
seguido por una metamorfosis que da como resultados una célula altamente
distinguida y potencialmente motil (Mc Donald´s, 2003).
La espermatogénesis está dividida en dos fases: espermatocitogénesis y
espermiogénesis. La espermatocitogénesis es la fase de proliferación en la
cual las células espermatogénicas se multiplican por una serie de divisiones
mitóticas, seguida de divisiones meióticas las cuales producen un estado
haploide. En la mayoría de las especies domesticas, la espermatocitogénesis
comienza poco después del nacimiento. La espermiogénesis es la fase de
diferenciación en la cual los núcleos y citoplasma experimentan cambios
morfológicos para formar el espermatozoide. La fase de espermiogénesis es
completada en la pubertad (Mc Donald´s, 2003).
Tanaka y col, 1997, reportan que la duración de la espermatogénesis en los
testículos del ganado bovino es de aproximadamente 55 días. Por lo tanto, es
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probable que se necesiten casi dos meses para la eyaculación de cada nueva
generación de espermatozoides.
1.3.1 Espermatocitogénesis: La espermatocitogénesis implica la división
celular mitótica, que da lugar a la producción de células germinales y de
espermatocitos primarios (Ian Gordon, 2006). Este proceso se realiza a partir
de las espermatogonias tipo A con 2 o más núcleos, que se multiplican por
simple división celular mitótica, seguida de una división meiótica que reduce el
número de cromosomas a la mitad y convierte la célula diploide en haploide. En
esta fase los genes alelos que están en los cromosomas se distribuyen al azar
en los espermatocitos (Huertas, 1991).

Hafez, en el 2004, menciona que las células especiales llamadas células
germinales primordiales emigran desde la región del saco vitelino del embrión
hacia las gónadas no diferenciadas. Después de llegar a la gónada fetal, las
células primordiales se dividen varias veces, formando los gonocitos. En el
macho, al parecer estos gonocitos experimentan la diferenciación precisamente
antes de la pubertad para formar los espermatogonios tipo AO, de los cuales se
originan las otras células germinales.
Los espermatogonios pueden definirse como las células germinales que
proceden de los gonocitos y están contenidas en la capa parietal de los túbulos
seminíferos. Su última generación da lugar a los espermatocitos primarios
(Cole y col, 1994). Mc Donald´s, 2003, reporta un tipo de espermatogonio
llamado intermedio, el cual se divide en forma de espermatogonio tipo B,
experimentando la última división mitótica para formar espermatocitos
primarios.
La espermatocitogénesis concluye con la división meiótica, en la cual se
producen espermatocitos secundarios, y posteriormente convertirse en
espermátides. Las espermátides que han completado la meiosis, pueden bajo
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condiciones experimentales apropiadas, estar micromanipuladas e inyectadas
para fertilizar un oocito. La formación de las espermátides marca el fin de la
espermatocitogénesis y comienzo de la espermiogénesis (Mc Donald´s, 2003).
1.3.2 Espermiogénesis: La espermiogénesis consiste en la diferenciación, sin
división, de las espermátides, que son liberadas en formas de espermatozoides
(Ian Gordon, 2006). Aquí se forma el acrosoma, la cabeza, la parte media y la
cola del espermatozoide. En esta etapa las células espermáticas se adhieren a
una célula nodriza, llamada de Sertoli, en la membrana del tubo seminífero y se
alimenta hasta obtener la energía necesaria para lograr autonomía y motilidad
y desplazarse al epidídimo (Huertas, 1991).

Las células de Sertoli son células presentes en la espermatogénesis normal,
estas son también llamadas de soporte o células sustentaculares, que se
extienden de la membrana al lumen del túbulo seminífero. Una de las funciones
que poseen es el transporte de alimentos y metabolitos entre las células
espermatogénicas y los capilares peritubulares (Mc Donald´s, 2003).
Existen diversas fases de transformación de las espermátides las cuales se
dividen en cuatro: de golgi, de encasquetamiento, acrosómica, y de
maduración.
En donde se observan las características finales de los espermatozoides es en
la fase de maduración, como la forma de la cabeza característica de cada
especie (oval y plana) cubierta en sus dos terceras partes por el acrosoma; y la
cola compuesta por las piezas media, principal y terminal; en la pieza media se
encuentran las mitocondrias en forma de hélice. En esta fase se elimina gran
parte del citoplasma por desplazamiento del mismo hacia la pieza terminal de
la cola originando la llamada gota citoplasmática. El proceso de maduración
termina con la espermiación, o liberación de los espermatozoides a la luz del
túbulo seminífero. Mediante movimientos peristálticos los espermas son
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transportados de la rete testis los ductos eferentes y de allí al epidídimo en
cuya cola se almacenan (Olivera y col, 2006).
1.3.3 Espermiación: La liberación de las células germinales formadas al
interior

de

los

túbulos

seminíferos

se

denomina

espermiación.

Las

espermátides alargadas, que se orientan perpendicularmente a la pared
tubular, sobresalen poco a poco hacia la luz del túbulo. Los lóbulos de
citoplasma residual, a través de los cuales se conectan grupos de
espermátides por medio de puentes intercelulares, permanecen incrustados en
el epitelio. La extrusión de los componentes espermáticos continua hasta que
solo un delgado tallo de citoplasma conecta el cuello de la espermátide con el
cuerpo residual. Con la rotura del tallo se forma la gota citoplásmica en la
región del cuello de los espermatozoides liberados (gota proximal) y se retienen
los cuerpos residuales interconectados. Después de la liberación de los
espermatozoides, los cuerpos residuales son fagocitados por las células de
Sertoli para reciclar los componentes protoplásmicos. Estas últimas células no
solo

fagocitan

los

cuerpos

residuales

que

quedan

del

proceso

espermatogénico, sino que también deben eliminar cantidades considerables
de células germinales degeneradas. Debido que el proceso espermatogénico
es relativamente ineficiente, gran número de células espermáticas potenciales
degeneran antes de convertirse en espermatozoides (Hafez, 2004).
Figura 2. Espermatogénesis

Fuente: www.medynet.com
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1.4

METABOLISMO DE LOS ESPERMATOZOIDES

Son dos fenómenos que determinan en gran parte la actividad metabólica de
los espermatozoides, la glucólisis y respiración. El objetivo es liberar energía
para la motilidad espermática (Diedrich, y col 1972)
En condiciones anaerobias los espermatozoides degradan glucosa, fructosa o
manosa a ácido láctico. Es por esta vía que el semen obtiene azucares, y lo
que le permite sobrevivir en estas condiciones (Hafez, 2004).
La intensidad de la fructolisis depende de factores tales como la disponibilidad
de fructosa, densidad espermática, motilidad de los espermatozoides,
temperatura y pH. El acido láctico no se oxida sino que se acumula (Diedrich, y
col 1972).
Ahora, en condiciones aerobias el ácido láctico se oxida a piruvato y
ulteriormente a CO2 a través del ciclo del acido cítrico. Se suministra así el
substrato para la respiración (cadena respiratoria) que, por participación de
citocromos, sobre todo, puede liberar energía metabólica. Cuando esta muy
elevada la oferta de oxigeno se observa el llamado efecto Pasteur, en cuyo
caso, debido probablemente a la elevada liberación de energía, se llega a
interrumpir la glucólisis (Diedrich, y col 1972).
Por otro lado, la respiración endógena esta basada en sustancias
intracelulares. Proporcionalmente, la pieza de cola contiene muchos lípidos.
Estos lípidos, tras ser oxidados a ácidos grasos, pueden ser degradados
definitivamente en el ciclo del acido cítrico. La fuente de ácidos grasos para
este proceso está constituida por el plasmalógeno (Diedrich, y col 1972).
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1.5

COMPOSICIÓN DE LAS SECRECIONES VAGINALES, UTERINAS,

OVIDUCTALES Y FOLICULARES.

Tabla 1. Composición de las secreciones del tracto genital femenino bovino.

MATERIALES

LIQUIDO
VAGINA

ÚTERO

OVIDUCTO

FOLÍCULO

MATERIA SECA (%)

2.4

8.4

13.6

7.6

CENIZAS(% de la m.s)

42.6

19.6

7.5

10.5

PROTEÍNA

1.1

4.6

12.2

6.6

GRASA (%)

0.4

1.2

1.8

0.4

AZUCARES

20.0

80.0

90.0

40.0

SODIO (mg, %)

170.0

220.0

208.0

304.0

POTASIO (mg, %)

166.0

183.0

2223.0

36.0

CALCIO (mg, %)

11.0

15.0

12.0

12.0

FOSFORO

1.5

7.4

9.7

2.6

526.0

362.0

4000.0

530.0

349.0

353.0

350.0

287.0

(N x 6,25)(%)

REDUCTORES (mg,
%)

INORGÁNICO (mg, %)
CLORUROS (expres.
En NaCl) (mg,%)
MILIOSMOLES

Fuente: Salisbury G. W, y col 1961.

1.6

FECUNDACIÓN IN VIVO

1.6.1 Transporte de gametos: El desplazamiento del ovulo a partir del sitio de
ovulación y de los espermatozoides a partir del sitio de deposición, es una
función de los diversos segmentos del aparato reproductor. El espermatozoide
es motil y, por tanto, recorre parte del trayecto por su propio impulso. El ovulo,
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por el contrario, es inmóvil y depende de otras estructuras anatómicas para ser
desplazado (Sorensen, 1982).

La ovulación ocurre en la porción superior del oviducto, lo cual significa que el
espermatozoide debe viajar una gran distancia, en comparación con el ovulo.
Ahora el espermatozoide tiene una vida fértil de 24 a 48 horas en cambio el
ovulo tiene una vida fértil de 6 a 24 horas, es por eso que el momento del
servicio es muy importante para garantizar la unión de dos gametos viables
(Sorensen, 1982).
El espermatozoide es eyaculado como célula adulta. El toro, el carnero y el
hombre depositan su semen sobre la cara del cuello uterino y la porción
craneal de la vagina. Los espermatozoides penetran por el cuello uterino a
traves de su propio movimiento, ya que nadan en contra del flujo del moco
cervical. La mayor parte de las células permanecen en la vagina y solo un
reducido número de ellas alcanza el sitio de la fecundación. Aproximadamente
70 % de los espermatozoides permanecen en la vagina de la vaca; solo un
30% penetra el cuello uterino. La mayor parte de estos últimos se queda en el
cuello, pues solo 10 % llega al interior del útero y apenas 1% penetra por cada
oviducto (Sorensen, 1982).
La mayor concentración de espermatozoides en el oviducto, se observa 8
horas después de la inseminación, pues su número disminuye a partir de ese
momento (Sorensen, 1982). Se estima que el número de espermatozoides que
llegan al sitio de la fecundación fluctúa entre 4200 y 27500 (Dobrowolski W. et
al y Blandau R.J. citados por Sorensen, 1982). A medida que el semen llega al
cuello uterino, los espermatozoides vivos se orientan contra la corriente del
moco cervical que se produce durante el celo. Los cilios del epitelio cervical se
orientan hacia la vagina, de modo que los espermatozoides no disponen aquí
de ninguna estructura que los auxilie (Sorensen, 1982).
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Una vez que los espermatozoides pasan el cuello uterino y penetran en el
útero, el miometrio se convierte en el principal factor de transporte. Durante el
celo, el miometrio se contrae repetidas veces en respuesta a la presencia de
estrógenos (Sorensen, 1982). Gracias a las contracciones y a los líquidos, los
espermatozoides son mezclados y enviados hacia el oviducto (Zerobin, K. et al.
Citados por Sorensen, 1982). Muchos espermatozoides mueren en el camino,
pues penetran en las glándulas endométricas y ahí son fagocitados por los
leucocitos que se encuentran en la luz del conducto .En algunas especies, es
durante el recorrido de los espermatozoides por el útero cuando ocurre la
capacitación (Sorensen, 1982).
1.6.2 Capacitación in vivo: Los espermatozoides eyaculados de la mayor

parte de las especies son incapaces de penetrar inmediatamente el
óvulo. Estos residen normalmente en el útero y en los oviductos durante
un periodo en el que desarrollan su capacidad para fecundar los óvulos,
de aquí el nombre de capacitación. Este proceso se produce tanto en el
útero como en el oviducto, aunque es mucho mas completo cuando los
espermatozoides han estado expuestos al medio de ambas estructuras
(Cole, y col, 1994).
Gonzales, 2001; publica que los espermatozoides provenientes de la cola del
epidídimo o eyaculados no son capaces de fecundar sino después de
permanecer algunas horas en las vías genitales femeninas, acumulándose en
la unión uterotubarica y fecundando justo antes de la fecundación, cerca al
ovocito. Las condiciones optimas para que ocurra este evento se dan durante
la fase metaestrual del ciclo, es decir antes de la ovulación
Durante la capacitación, las alteraciones específicas en el plasmolema
permiten que el esperma funcione en la fertilización. En este proceso, el
esperma pierde la capa superficial seminal y secreciones adquiridas en el
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tracto genital masculino (Fraser L.R., Jonson W.L et al y Oliphant G. et al
citados por Iqbal N. et al 1995).
Este proceso se caracteriza por la salida de colesterol de la membrana y el
ingreso de Ca++ y HCO3- al citosol (Olivera A. y col, 2006). También se
presenta una disminución de la carga superficial negativa neta del esperma
(Vaidya R.A. et al citado por Iqbal N. et al 1995). La disminución de esta carga
parece ser requerida en el paso del espermatozoide a través cúmulus
oophorus, atándolo a la zona pelúcida (Gordon M. et al y Rosado A. et al citado
por Iqbal N. et al 1995).
Resumiendo este proceso, se debe tener en cuenta que hay factores
importantes para que se produzca este evento como, la eliminación del plasma
seminal, y otros componentes que están adheridos a la membrana plasmática,
mediante unos cambios que se enumeran a continuación:
•

Perdida de proteínas o disminución de su peso molecular.

•

Transformación de los fosfolípidos.

•

Reducción de la relación esterol/fosfolípidos

•

Cambios en los radicales glucídicos de las glicoproteínas o de los
glucolípidos.

•

Perdida de glúcidos complejos

Estos cambios tienen como consecuencia buscar que el espermatozoide
manifieste su:
• Hipermotilidad, fenómeno calcio-dependiente.
• Su capacidad de fijarse a la zona pelúcida, para lo cual se han descrito
receptores

que

deben

ser

espermatozoide.
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expuestos

en

la

superficie

del

• Su capacidad de fusionarse con la membrana plasmática del ovocito,
este evento tiene como requisito indispensable la ruptura del acrosoma,
lo que se conoce como reacción acrosómica. Esta demostrado que para
la capacitación de espermatozoides bovinos es necesaria la presencia
de heparina en el medio; esta estimula la capacitación. Ello puede
explicarse debido a que la heparina se encuentra en las secreciones
uterinas y tubáricas en la vaca, siendo conocido que este compuesto
favorece el influjo de Ca++ (Gonzales, 2001).
1.6.3 Bases moleculares de la capacitación:
1.6.3.1

Plasma seminal bovino: El plasma seminal bovino contiene

proteínas secretadas por las vesículas seminales, muy relacionadas unas con
otras, conocidas como PSB. Estas proteínas (PSB A1/A2, PSB A3, PSB – 30
kDa) se adhieren al espermatozoide durante la eyaculación, a través de los
fosfolípidos colina presentes en su membrana, y para ligar la heparina y las
apolipoproteínas A-I (Sierra, 2000). Therien citado por Sierra, 2000, demostró,
que las proteínas PSB y las otras proteínas que también se unen al colesterol,
tales como las HDL que transfieren los lípidos presentes en el fluido folicular u
oviductal, juegan un papel muy importante en la salida del colesterol que ocurre
durante la capacitación.
1.6.3.2

Colesterol: Los espermatozoides recién eyaculados no son

capaces de sufrir exocitosis acrosomal porque de alguna manera su membrana
se encuentra ¨congelada¨

por las altas concentraciones de colesterol. La

concentración de colesterol (CHOL) membranal va cambiando a medida que el
espermatozoide hace su tránsito por el epidídimo, en algunas especies
aumenta y en otras disminuye, y cuando el espermatozoide es eyaculado la
relación colesterol/fosfolípidos (C/F) determina el estado de capacitación del
espermatozoide. En el semen recién eyaculado hay una relación C/F alta (0.4 0.8), y durante la capacitación el colesterol se mueve de la membrana
plasmática a los aceptores proteicos solubles presentes en el fluido oviductal
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causando la disminución de la microviscosidad de la membrana, la relajación
del empaquetamiento de los fosfolípidos y finalmente permitiendo la fusión de
la membrana plasmática con la membrana acrosomal externa (Sierra, 2000).

La pérdida de colesterol conlleva a que se produzca la exposición de los
receptores de membrana para la manosa, se sugiere que este receptor
inicialmente está localizado bajo la membrana plasmática y que la salida de
colesterol ocasiona su movimiento hacia la bicapa de fosfolípidos (Cross NL
citado por Rosa A Sierra); estos cambios podrían ser los responsables del flujo
de los iones Ca 2+ y HCO3 (Sierra, 2000).
1.6.4 Hiperactivación del espermatozoide: Durante la capacitación, el

espermatozoide muestra cambios dramáticos en los patrones de
movilidad, descritos como hiperactivación (Velásquez, 2004).
La velocidad y el patrón de movilidad cambian en los espermatozoides cuando
dichos gametos son trasportados a traves del oviducto casi en el momento de
la

ovulación.

Los

espermatozoides

hiperactivados

se

mueven

muy

rápidamente, mostrándose progresivos y con movimiento mas enérgico
(Yanagimachi, 1994, citado por Velásquez, 2004).

1.6.5 Unión espermatozoide –ovocito:
1.6.5.1 Unión primaria: Después de haber atravesado el cumulus oophorus el
espermatozoide con acrosoma intacto se dispone a unirse a la zona pelúcida
(ZP). Inicialmente la adhesión del espermatozoide es mediada por la
glicoproteína ZPC y/o ZPB (receptor primario), que une a receptores de la parte
anterior de la cabeza del espermatozoide con acrosoma intacto. Esta unión se
conoce como reconocimiento primario o unión primaria. La unión del
espermatozoides a la ZP esta basada en procesos de reconocimiento
proteínas-carbohidratos; en los bovinos, la responsable de esta unión primaria
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es la ZPB (Topper et al; 1997; Yurewicz et alo; 1998; Vanroose et al; 2000;
Yonezawa et al; 2001; citado por Velásquez; 2004).
1.6.5.1.1

Elementos importantes en la unión primaria

1.6.5.1.1.1 Β-1,4-galacrociltransferasa (GalT): Identificada en vaca y ratón. La
enzima GalT es un candidato de receptor de zona. Su característica principal
es que adiciona galactosa a glicoproteínas y glicopéptidos con residuos
terminales N-acetilglucosamina. De las 7 GalT identificadas, la única
secuenciada y referida al respecto es la GalT-1, localizada en membrana
plasmática y aparato de Golgi. Como moléculas de la membrana plasmática,
GalT-1 puede actuar como receptor para glicoproteínas especificas, incluyendo
la ZP3. La GalT-1 como receptor de la zona se ha encontrado en la región
acrosomal del espermatozoide y se ha descrito en toro, cerdo, conejos, caballo
y rata (Larson y Miller, 1997 citado por Velásquez J. 2004), Fayrer-Hosken et
al. 1991 citado por Velásquez J, 2004, encuentran una selectiva localización de
la GalT en la membrana plasmática espermática en toro y caballo y sugieren
que está puede servir como un receptor durante el inicio de la unión
espermatozoide-ovocito en los mamíferos (Velásquez, 2004).

La ZP3 como receptor está relacionada con la GalT-1 del espermatozoide. En
el epidídimo, glicoconjugados del fluido epididimal se unen a GalT-1
bloqueando la interacción GalT-1 con otros ligandos, estos glicoconjugados se
van perdiendo durante la capacitación y el proceso final de maduración del
espermatozoide que ocurre en el tracto reproductor de la hembra. Esto permite
a la Galt-1 estar en la superficie del espermatozoide unido a la ZP3 pero no en
otra glicoproteína de la ZP. (Miller et al. 1992 citado por Velásquez, 2004)
1.6.5.1.1.2

La LZRK (receptor de ZP): Es otra proteína de 95KDa identificada

en ratón (Velásquez, 2004).
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1.6.5.1.1.3

La SP56: Identificada en ratón se encuentra en la superficie como

una proteína de 62KDa. Su aislamiento esta basado en la afinidad con la ZP3 y
los residuos de a-galactosa (Velásquez, 2004).
1.6.5.1.1.4

Las espermadhesinas: Son una familia de proteínas de adhesión

espermática de bajo peso molecular, caracterizada parcialmente en el cerdo y
reconoce a las glicoproteínas de la ZP (Velásquez, 2004).
1.6.5.1.1.5

Las zonadhesinas: Son proteínas de la membrana periférica y su

aislamiento esta dado por su afinidad a la ZP (Velásquez, 2004).
1.6.5.1.1.6

SED1 (P47): Participa en el reconocimiento y unión del

espermatozoide a la ZP. Parece que esta proteína del espermatozoide tiene
capacidad de unirse a la glicoproteína ZP2 y ZP3 al menos en el ratón
(Velásquez, 2004).

En la vaca, también se ha sugerido la participación de los residuos manosa en
el reconocimiento primario entre gametos. Estos se hallan presentes en las
cadenas glucídicas. Sin embargo no existen cambios en el contenido de
manosa de la ZP tras la fecundación lo que también pone en duda la
implicación de este carbohidrato (Katsumata et al; 1996 citado por Velásquez,
2004).
El ácido siálico y el disacárido N-acetil-lactosamina en cerdos son otros
elementos relacionados con la unión primaria entre el espermatozoide y la ZP
(Velásquez, 2004).
1.6.5.2

Unión secundaria: La glicoproteína bZP2 en vaca está involucrada

en la unión secundaria como segundo receptor a través de su interacción con
componentes acrosomales (acrosoma reaccionado), muy posiblemente por la
acción de la enzima proacrosina, que se encuentra en la membrana acrosomal
interna (Miller et al. 2002 citado por Velásquez, 2004). Se han descrito otras
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proteínas que podrían ejercer este papel como la PH20, que además de
participar como receptor secundario, tiene el papel de la digestión de la matriz
del cúmulus, dada su actividad hialuronidasa y su localización en la membrana
plasmática del espermatozoide en la región posacrosomal en el cobayo (Miller
et al. 2002 citado por Velásquez, 2004). Otra proteína es la acrosina, enzima
hidrolítica del acrosoma liberada durante la reacción acrosómica. Por ultimo la
P-selectina, proacrosina, P95 y sp38, son proteínas que se han encontrado
dentro del acrosoma y son liberadas en la reacción acrosómica, por lo cual
pueden ser determinadas como segundos receptores (Miller et al. 2002 citado
por Velásquez, 2004).

Habiendo pasando por el proceso de unión a la ZP, el espermatozoide es
sometido a un proceso denominado reacción acrosómica, el cual, Salgado y
col, en el 2005, lo define como la fusión de la membrana plasmática y la
membrana acrosomal externa.
1.6.6 Reacción acrosómica: Los espermatozoides de muchas especies

animales contienen en la región apical de la cabeza una vesícula
secretora llamada acrosoma (Rosatti, et al 2003).
La reacción acrosómica supone la rotura y fusión, progresivas, de la membrana
plasmática con la membrana acrosómica externa del espermatozoide (McRorie,
R. A. et al. Citados por Cole y col, 1994) y debe ocurrir antes de penetrar la
capa extracelular de los oocitos (Florman y Babcock, et al citados por Rosatti,
et al 2003).
Assumpção y col, 2002; pública que toros con alto índice de fertilidad tienen
una mayor tasa de reacción acrosómica gracias a sustancias similares a la
heparina, por lo tanto los espermatozoides poseen mayor afinidad a los
glicosaminoglicanos (GAGs) en comparación a toros con baja fertilidad.
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El proceso de reacción acrosómica comienza cuando el espermatozoide
alcanza el istmo del oviducto, esta célula inicia un movimiento asimétrico,
amplio y acelerado del flagelo (característico de la hiperactivación), lo que lo
lleva a moverse en círculos y lo ayuda a liberarse de las criptas oviductales
para avanzar a través del lumen, alcanzar el ámpula, atravesar el cúmulus
ooforus (células de la granulosa que rodean el oocito) y aponerse a la zona
pelúcida donde es reconocido. Una vez que el espermatozoide alcanza el
espacio perivitelino, se produce la adherencia entre la membrana plasmática de
la zona ecuatorial espermática y las microvellosidades de la membrana
citoplásmica del oocito; luego se fusionan las dos membranas; y de esta
manera el núcleo y demás organelas de la célula espermática ingresan al
ooplasma del oocito (Olivera y col, 2006).
Figura 3. Secuencia de los procesos que sufre el espermatozoide en el tracto reproductivo de
la hembra

1) Activación, 2) Capacitación, 3) Hiperactivación, 4) Reconocimiento entre gametos, 5)
Reacción acrosomal, 6) Adhesión y 7) Fusión.
Fuente: Olivera y col, 2006

Los depósitos de Ca++ almacenados entre la teca perinuclear y el núcleo del
espermatozoide son liberados al ooplasma, junto con la “oscilina” (factor
espermático), que es una proteína espermática muy parecida a la enzima
bacterial isomerasa glucosalina 6 fosfato (GNPI) o a la deaminasa (GNPDA). A
este factor se le atribuye la acción de inducir las oscilaciones de calcio que
conducen a la activación del oocito. Esta activación comprende: oscilaciones
intracelulares de Ca++, la expulsión del segundo cuerpo polar, la formación del
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pronúcleo femenino, el reemplazo de las protaminas por histonas en el núcleo
espermático, la formación del pronúcleo masculino y la ubicación del centríolo
espermático para formar el aster masculino que es necesario para la migración
de su pronúcleo. Las oscilaciones de Ca++ inducen también la exocitosis del
contenido enzimático de los gránulos corticales almacenados en la periferia
citosólica del oocito, modificando tanto la zona pelúcida como la membrana del
oocito, para prevenir la polispermia (Olivera y col, 2006).
1.6.7 Poliespermia:

Para

evitar

la

polispermia

se

suceden

dos

mecanismos, uno inmediato que es el cambio de potencial de membrana
del oocito, que a su vez cambia la polaridad interna de la ZP; y otro
subsiguiente que es la remodelación de la ZP, que ocurre por exocitosis
del contenido enzimático de los gránulos corticales al espacio perivitelino;
esta exocitosis está regulada por PKC dependiente de factores lipídicos e
independiente de los iones de calcio. Se han identificado dos poblaciones
de gránulos corticales que son liberados a tiempos y en lugares
diferentes: el primer grupo, se libera durante la expulsión del primer
cuerpo polar y el segundo muy cerca del sitio en donde comienza la
citoquinesis de la primera división celular (Olivera y col, 2006).
1.6.8 Fusión de membranas plasmáticas: La fusión de las membranas

ovocito/espermatozoide

se

presenta

una

vez

que

el

acrosoma

reaccionado ha atravesado la ZP, llega al espacio perivitelino y contacta
con la membrana del ovocito, situándose de un modo paralelo a su
superficie. La fusión ocurre a nivel de la región post acrosomal del
espermatozoide (segmento ecuatorial) y una vez producida, el gameto
masculino deja de moverse y el espermatozoide es incorporado en su
totalidad dentro del ovocito. La región posterior de la cabeza espermática
y el flagelo se internalizan mediante fusión de membranas, mientras que
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la porción anterior de la cabeza se engloba por fagocitosis (RamalhoSantos et al; 2002 citado por Velásquez, 2004).
Las proteínas involucradas en dicha fusión son la fertilina y ciritestina
localizadas en la cabeza del espermatozoide y parece que median el anclaje
del espermatozoide a la membrana plasmática del ovocito (Velásquez, 2004).
1.6.9 Barreras que se oponen a la penetración espermática:
Figura 4. Espermatozoides aproximándose a la masa celular del ovulo

Fuente: Sorensen, 1982

1.6.9.1

Células externas: A medida que los espermatozoides se acercan

al ovulo, se preparan gracias a la capacitación de modo que el acrosoma ya es
capaz de liberar enzimas que digieran las uniones existentes entre las células
protectoras del cumulus oophorus y la corona radiada. La principal enzima es la
hialuronidasa (Brown, C. R. Citado por Sorensen, 1982).
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1.6.9.2

Zona pelúcida: La zona pelúcida es sintetizada por los oocitos en

los roedores y por las células de la granulosa en cerdos, vacunos y humanos.
En los murinos, la zona pelúcida está compuesta por 3 glicoproteínas
sulfatadas ZP1 (185-200 KDa), ZP2 (120- 140 KDa) y ZP3 (83 KDa) (Cardona,
2005). El espermatozoide penetra en la matriz celular externa y a medida que
se aproxima a la zona pelúcida, las enzimas del acrosoma interno le abren el
paso. El espermatozoide forma un canal a través de esa área y pasa al espacio
perivitelino. Hasta ese momento, el flagelo se agita con rapidez. Las reacciones
químicas que ocurren entre las sustancias del espermatozoide y las de la zona
pelúcida forman una barrera que impide la penetración de otro espermatozoide.
Esta barrera recibe el nombre de zona de reacción (Sorensen, 1982).
1.6.9.3

Membrana vitelina: Esta delgada membrana es la última barrera

que se opone a la penetración. En este momento la cabeza del espermatozoide
ya no tiene el acrosoma y la célula espermática penetra en la membrana
vitelina. La cabeza del espermatozoide se apoya contra la membrana vitelina y
se fusiona con ella. En ese instante ocurre un sellado inmediato de la
membrana vitelina, llamado bloqueo vitelino, el cual impide que penetren otros
espermatozoides (Sorensen, 1982).
1.6.10 Formación de los pronúcleos masculino y femenino: Inmediatamente
después de que el espermatozoide ha penetrado en el vitelo y perdido su
forma, aparecen los nucleolos, primero como pequeños puntos, después
uniéndose gradualmente para formar partículas redondeadas de mayor
tamaño, que llegan a estar incluidas en el pronúcleo masculino rodeadas por
una membrana nuclear (Salisbury, 1961).

La formación del pronúcleo femenino sigue un modelo similar. Cuando la
cabeza del espermatozoide se fija al vitelo, se activa el huevo para la
consumación de la meiosis; se forma el segundo corpúsculo polar y el material
cromatínico del óvulo se convierte en una masa irregular, intensamente
basófila. Se forman los nucleolos y llegan a estar rodeados por una membrana.
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Por lo general, los nucleolos femeninos se hacen visibles al mismo tiempo o
inmediatamente después de que aparezcan los nucleolos masculinos. Austin
citado por Salisbury, 1961, dice que los pronúcleos se forman entre las 11 y 39
horas después de la ovulación en los bovinos y Derivaux publica que los
pronúcleos masculino y femenino tienen el mismo tamaño, pero se diferencian
con facilidad debido al hecho de que el femenino es asimétrico (Derivaux J,
1982).
1.6.11 Singamia: Los pronúcleos femenino y masculino emigran uno hacia

el otro y se fusionan. Se desintegran los nucleolos y la membrana
nuclear, a lo que sigue la organización de los cromosomas, de modo que
en la profase de la primera mitosis, los cromosomas comienzan a
alinearse y para la metafase, ya están formados a lo largo de la línea
ecuatorial. En esta situación el núcleo recién formado y el citoplasma que
lo rodea se considera un cigoto, el cual está listo para dividirse por
mitosis y dar origen a un nuevo ser (Sorensen, 1982).
1.7

CAPACITACIÓN ESPERMÁTICA IN VITRO

El fenómeno de capacitación de espermatozoides de los mamíferos fue
descubierto por MONROY. Se trataba de un concepto nuevo y sorprendente a
la vez, en tanto demuestra que los espermatozoides tienen que completar el
proceso de madurez (capacidad fecundante) en el aparato genital femenino de
la hembra respectiva, mediante un tiempo de permanencia en contacto con la
mucosa uterina cifrado en 2-6 horas, dependiendo de la especie. Tras la
referida permanencia capacitadora, los espermatozoides adquieren la facultad
de fecundar al ovocito tanto in vivo como In Vitro (Pérez, 1985).
Oliphant y Bracket citados por Pérez , 1985, dicen; que la capacitación significa
la remoción de elementos proteicos de origen epididimal y seminal, ligados a la
superficie del espermatozoide. Puede lograrse “In Vitro” mediante tratamientos
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con solución hipertónica. La exposición del espermatozoide a ciertas
soluciones hipertónicas permite la remoción de un factor inhibidor (de tipo
glicoproteico) que asegura la estabilidad acrosómica.
Según Yanagimachi, y col; citados por Pérez, 1985; la eliminación de tales
factores inhibidores es lo que permitirá la fijación de los iones calcio sobre la
membrana espermática, fijación que inducirá los cambios de motilidad e iniciara
el proceso de reacción acrosómica.
Yanagimachi y Usui citados por Pérez, 1985; aseguran que el proceso de
penetración del ovocito, está íntimamente vinculado a dos modificaciones
fundamentales de la célula germinal masculina, tales como: la reacción
acrosómica y la adquisición de la motilidad de látigo.
1.7.1 Reacción acrosómica In Vitro: Durante la fusión con la membrana

plasmática del oocito, el espermatozoide capacitado procede a una
reacción acrosómica en la cual se pierde la membrana plasmática que
recubre la porción anterior de la cabeza del espermatozoide y se expone
la membrana interna acrosomal (B. L. Sartini and T. Berger citados por
Pérez, 1985). En el cobayo, una simple solución salina con elementos
energéticos puede ser suficiente para lograrla, aunque el agregado de
seroalbúmina es beneficioso (Yanagimachi citado por Pérez, 1985). En el
hámster, ratón y conejo es esencial la presencia de proteína, que puede
ser seroalbúmina, líquido folicular o suero sanguíneo (Meizel citado por
Pérez, 1985).
Lamirande, 1997, asegura que las modificaciones en la membrana plasmática
del esperma ocurren durante la capacitación y reacción acrosómica al exponer
reacciones de las proteínas del oocito en la superficie del esperma. Estas
modificaciones incluyen desenmascaramientos y movimientos de sitios a la
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localización correcta en la cabeza espermática como preparación para la fusión
con la membrana plasmática del oocito.
1.7.2 Motilidad de látigo: Yanagimachi, y col citados por Pérez, 1985, han

demostrado que la adquisición de la motilidad llamada de látigo (wiplash
motility) es, conjuntamente con la reacción acrosómica, condición
imprescindible para que se pueda realizar la fecundación. Para que se
establezca este tipo especial de motilidad, caracterizado por un enorme
aumento de la frecuencia y amplitud de los movimientos del flagelo
(cola), es esencial la presencia de iones calcio en el medio de cultivo.
También, la incubación de los espermatozoides de toro durante tres horas
produce un descenso del ph (hasta alrededor de 5.5) que elimina parte de los
factores inhibidores y favorece la activación de la acrosina (enzima proteolítica
que facilita el pasaje del espermatozoide a través de la zona pelúcida) (Pérez y
col, 1985).

1.7.3 Métodos utilizados en capacitación espermática In Vitro:
1.7.3.1

Método de Bracket y col. (1982): Se cultivan los espermatozoides

durante 5 minutos en un fluido de gran fuerza iónica (HIS, 380 mOsm /Kg mas
o menos), se lavan, y se llevan a cultivo por 3, 4 o 5 horas. Este tratamiento
con HIS fue desarrollado como un medio para retirar el plasma seminal
adherido a la superficie de los espermatozoides eyaculados (Tanaka, 1997).
1.7.3.2

Método de Hanada y col. (1986): Se diluye el semen agregándole

medio de cultivo sintético (que contenga cafeína pero no albúmina sérica
bovina) tratado con ionóforo A por un corto periodo (0.1 µ M, por 60 segundos).
Posteriormente se provoca la capacitación en un medio de cultivo con albúmina
sérica bovina. El ionóforo A ayuda a los espermatozoides a captar los iones Ca
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y activa la reacción acrosómica, facilitando la penetración espermática al oocito
(Tanaka, 1997).

1.7.3.3

Método de Lu y col. (1987): Revisión del método Parrish (1986). Se

tratan los espermatozoides congelados con el método swim-up, de uso
frecuente en humanos y que consiste en colocar el semen en la parte inferior
del tubo de cultivo, dejarlo en reposo y recuperar los espermios activos que
hayan alcanzado la parte superior. Posteriormente se colocan en heparina
durante 15 minutos para activar la capacitación. El pH del medio de cultivo
debe ajustarse a 7.4 para la capacitación y 7.8 para la fecundación, lo que
sugiere que el pH afecta ambos procesos (Tanaka, 1997).

El

método

swim-up,

es

una

técnica

utilizada

para

seleccionar

los

espermatozoides más móviles de un eyaculado, que son aquellos que se
desplazan con movimientos rápidos y rectilíneos. Esta técnica se basa en el
geotropismo negativo de los espermatozoides, por lo tanto tras una
centrifugación alcanzaran primero la superficie aquellos que sean más rápidos
y por lo tanto con mayor capacidad fecundante (Avila, 1993).

1.7.3.3

Método

de

la

universidad

de

Hokkaido

(1995):

Los

espermatozoides móviles son separados mediante el uso de percoll (45% y
90%) diluido en solución isotónica de Bracket y Oliphant modificada 10 x,
centrifugado a 700 x G por 20 minutos y 500 G por 5 minutos. Los complejos
cúmulo – oocito son incubados durante 18 horas con la solución de
espermatozoides que contiene teofilina, de modo de obtener una concentración
final de 5 x 106 células / ml (Tanaka, 1997).
1.7.4 Medios que inducen capacitación espermática: Existen diferentes

medios, compuestos de una gran variedad de reactivos con el fin de
proteger al espermatozoide y principalmente inducir capacitación
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espermática. En primer lugar tenemos el medio descrito por Parrish,
1988; en donde utiliza un medio con bicarbonato y otro igual pero en
menor proporción (Ver anexo 1), separando los espermatozoides del
plasma seminal por el método swim-up. Como inductor de la reacción
acrosómica utiliza la lisofosfatidilcolina (LC) y la heparina como
componente que induce capacitación espermática:
El semen se incuba a 39°C de 0.25-4 horas con 10 µg/ml de heparina. Según
esta publicación entre más sea el tiempo de exposición del espermatozoide
con la heparina los resultados de penetración oocitaria son relativamente
mejores (Parrish, 1988).
Parrish, 1989; utiliza como inductor de la capacitación espermática una
combinación de heparina y fluido oviductal diluido en el medio TALP descrito
anteriormente.
En caninos utilizan un medio de capacitación libre de glucosa utilizando LC
(lisofosfatidilcolina) como inductor de la reacción acrosómica a una
concentración de 0.5% (Guerin; 1999 citado por Santiani, 2006)
Otro medio utilizado es el descrito por Brackett y Oliphant, 1975 (Ver anexo 2);
utilizado en conejos. Byung-Ki-Kim, 2002; utiliza el mismo medio en bovinos
suplementado con 10 mM de benzoato sódico de cafeína. La suspensión final
de espermatozoides fue mezclada con 50 µl de medio que contiene 20 µg/ml
de heparina y 20 mg/ml de albúmina serica bovina, para fertilizar de 5-15
oocitos. Los resultados arrojados demostraron que la capacitación culmina
aproximadamente en 260 minutos y la penetración de la zona pelúcida en 50
minutos, utilizando este medio.
En un estudio realizado en equinos por Thomas, 2006; utilizan el medio
llamado BWW (Ver anexo 3). Los espermatozoides fueron diluidos utilizando
este medio más albúmina serica y cafeína 1 mM, asegurando capacitación
espermática. Visesato M, 2007; trabajando con espermatozoides de la cola del
epidídimo en bovinos, utilizó un medio de lavado buffer fosfato dextrosa que
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contiene 119 mM NaCl, 5 mM KCl, 1 mM CaCl2, 1.2 mM MgSO4, 10 mM
glucosa, 16.3 mM KH2Po4, y 100 U/ml de penicilina. En este estudio también
utilizaron 5 ml de BWW mencionado anteriormente y suplementado con
heparina o albúmina serica bovina (Thomas, 2006).
El medio 3FMB citado por Córdoba, 2006; esta compuesto por

125 mmol

NaCl/L, 10 mmol KCl/L, 2.0 mmol MgCl2/L, 2.5 mmol piruvato de sodio/L, 20
mmol lactato/L and 20 mmol HEPES/L suplementado con albúmina sérica
bovina o calcio, 60 mg/mL de heparina o 50 mmol/L quercitina. En este estudio
tanto la heparina como la quercitina indujeron capacitación espermática.
Existen varios métodos que inducen capacitación espermática, pero hay que
resaltar que la heparina es uno de los componentes mas confiables que nos
pueden ayudar a encontrar una deseada capacitación espermática, en
consecuencia este elemento es vital para ser utilizado en fertilización In Vitro.

1.7.5 El papel de los constituyentes de los medios en la capacitación In

Vitro:

1.7.5.1

Albúmina Sérica: Cross NL, et al. citado por Sierra, 2000; nos

comprueba que la albúmina sérica presente en los medios de capacitación
(ratón, humanos, ganado y bovinos) parece actuar de manera similar al plasma
seminal como un “excavador” que permite remover el colesterol (CHOL), lo cual
puede llevar a cambios en la fluidez de la membrana plasmática (Wolf DE, et al
citados por Sierra, 2000). Algunos experimentos han demostrado que existen
otras proteínas que se unen al CHOL, tales como las HDL o proteínas que
transfieren los lípidos presentes en el fluido folicular u oviductal, las cuales
pueden reemplazar a la albúmina en los ensayos In Vitro (Therien, et al.
Citados Sierra). El colesterol presente en el eyaculado humano puede ser
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necesario para evitar que los componentes del plasma seminal remuevan el
colesterol de la membrana en forma temprana (Sierra, 2000).
1.7.5.2

Calcio: El calcio ingresa al espermatozoide como consecuencia

de la apertura de los canales dependientes del voltaje, por despolarización de
la membrana plasmática. El calcio juega un papel muy importante en la
transducción de señales, actuando como enzima efectora a través de la
adenilato ciclasa (AC), enzima que regula el metabolismo del AMPc (Visconti P,
et al. citados por Sierra, 2000).
1.7.5.3

Bicarbonato: Su requerimiento ha sido demostrado en algunas

especies; el movimiento transmembranal de este anión, probablemente a
traves de antiportes NA+/H+ podría ser el responsable del aumento del pH
intracelular observado durante la capacitación (Cross NL et al y Hunter Ag et al
citados Sierra, 2000). Adicionalmente podría regular el metabolismo del AMPc,
ya que en los espermatozoides la AC es estimulada directamente por este
anión (Visconti PE et al, Okamura N et al y Garty N et al citados por Sierra,
2000). Los cambios en la concentración de bicarbonato, bajas en el epidídimo y
altas en el plasma seminal y en el oviducto, podrían jugar un papel importante
suprimiendo la capacitación en el epidídimo y promoviéndola en el tracto
femenino (Brooks DE citado Sierra, 2000).
1.7.6 Efectores y segundos mensajeros intracelulares en la capacitación
espermática In Vitro:
1.7.6.1

Metabolismo del AMPC: El papel del AMPc en la capitación y la

reacción acrosómica es incierto, solo se ha podido establecer bien su papel en
la movilidad espermática (Eddy Em et al citados por Sierra, 2000). Durante la
capacitación solo se ha demostrado que aumenta la actividad de la protein
kinasa A (PK-A), y que estos cambios de actividad reflejan elevaciones del
AMPc intracelular (Sierra, 2000).
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La forma de regulación del metabolismo del AMPc puede estar relacionada con
el cambio en la fluidez de los iones Ca2+y HCO 3 (Sierra, 2000).
1.7.6.2

Fosforilación de tirosina: El aumento de la fosforilación de

residuos de tirosina ha sido correlacionado con

la capacitación del

espermatozoide. Este evento media una variedad de funciones celulares tales
como: regulación del crecimiento, el control del ciclo celular, el ensamblaje del
citoesqueleto, la regulación de las corrientes iónicas y la regulación de
receptores. El incremento en la fosforilación de tirosina es dependiente del
BSA, Ca2+ y Na+/HCO3; la ausencia de uno de estos en el medio previene la
capacitación. En los espermas de la cabeza del epidídimo que no poseen la
habilidad para capacitarse o fertilizar, no se presentan cambios en la
fosforilación de sus proteínas, lo cual sugiere que esta capacidad es adquirida
durante la maduración epididimal (Sierra, 2000).
La fosforilación de tirosinas y la capacitación parecen estar regulados por la vía
del Camp/PK-A (Visconti P et al citados por Sierra, 2000), actualmente no se
sabe si el aumento en la fosforilación de la tirosinas proteicas sea debido a una
estimulación de la tirosina kinasa o a la inactivación de una fosfotirosina
fosfatasa, o a ambos (Wu J et al, Yanagimachi R. citados por Sierra, 2000).

1.7.6.3

pH intracelular (pHi): Describen un aumento del pHi durante la

capacitación, aparentemente debido al movimiento transmembranal del HCO3
(Vredengburgh- Wilberg Wl et al citados por Sierra, 2000), este anión regula
muchos aspectos de la función del espermatozoide de los mamíferos. Uno de
los mecanismos comparte las características del intercambio de Cl/HCO3
dependiente de Na+; el segundo camino para la salida de acido no requiere
iones extracelulares. Pero este cambio en el pHi no activa directamente la vía
de los segundos mensajeros, sino que actúa creando un medio adecuado para
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que puedan actuar las enzimas activadas por el aumento del Ca2+ intracelular
durante la fertilización (Ben-Yosef D et al citados por Sierra, 2000).
1.7.6.4

Potencial de membrana: El proceso de capacitación se acompaña

por la hiperpolarización de la membrana plasmática, que pasa de – 35 a -50
mV en el ratón y de -30 a -60 mV en el bovino. Esto es debido en parte a un
aumento en la permeabilidad al K+, causado probablemente por la liberación de
la modulación inhibitoria a la que venia siendo sometido el espermatozoide. La
hiperpolarización posiblemente causa un cambio en los canales de Ca+ de una
forma inactiva cerrada a una forma activa cerrada, estado desde el que podrían
ser abiertos al contactar la zona pelúcida (Arnoult C et al citados por Sierra,
2000).
1.7.6.5

Radicales libres: La acción de los radicales libres en la función

espermática parece estar relacionada con la hiperactivación de la movilidad y la
capacitación. Algunos investigadores encontraron que las especies reactivas
de oxigeno regulan la fosforilación de varias proteínas después de la
estimulación de NAPH-oxidasa endógena o la adición de H2O2 (Aitken RJ et al
y Leclerc P et al citados por Sierra, 2000); esto mejora la capacitación y el
adosamiento a la zona pelúcida.
1.7.6.6

Heparina o glicosaminoglicanos: La heparina, presente en el

tracto genital femenino (Lee y Ax, citados Rosatti, 2003) une a los
espermatozoides del toro como un receptor típico, promoviendo la capacitación
(Ax, Lenz, y Parrish citados por Rosatti, et al 2003). La heparina induce
capacitación y aumenta la concentración intracelular del calcio a traves de la
activación de un canal de voltaje L (Córdoba et al citados por Rosatti, 2003).

Sierra, 2000; postula que los GAGs como la heparina modulan la capacitación
uniéndose y removiendo proteínas de la membrana espermática que se cree
actúan inhibiendo la capacitación. La heparina puede aumentar la síntesis de
AMPc, elevar el pHi y aumentar la fosforilación de tirosinas proteicas; el
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mecanismo y la relevancia fisiológica de esto no es clara (Galantito – Homer H
et al y Parrish JJ et al citados Sierra, 2000). La capacitación inducida por la
heparina no involucra la salida de colesterol de la membrana (Therien I et al
citados por Sierra, 2000).
1.7.6.7

Glucosa: Tiene efectos inhibitorios o estimuladores en la

capacitación dependiendo de las especies. En los bovinos tiene efectos
inhibitorios en el metabolismo del AMPc y reduce el pHi (Parrish JJ et al y Uguz
C et al citados por Sierra, 2000).
1.7.6.8

HDL (Lipoproteínas de alta densidad): Los niveles de HDL

presentes en el líquido oviductal son altos durante la ovulación y bajos durante
las otras épocas del ciclo; la HDL facilita la salida de colesterol de la membrana
plasmática y media la capacitación espermática (Lane M et al citados por
Sierra, 2000).
1.7.7 Determinación de la capacitación espermática In Vitro:
Parámetros para la medición de la capacitación espermática (Matás, 2006):
•

Desorden lipídico de la membrana plasmática evaluado mediante
citometría de flujo de espermatozoides teñidos con merocianina 540 y
Yo-Pro.

•

Incremento de los niveles de calcio evaluado mediante fluorometría
utilizando fluorocromo Fura-2 (Harper et al; Sansegundo et al., citados
por Matás, 2006).

•

Producción

de

especies

reactivas

de

oxígeno

(ROS)

de

los

espermatozoides marcados con el fluorocromo H2DCFDA y evaluados
mediante citometría nivel de flujo.
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•

Reacción acrosómica, evaluada mediante citometría de flujo utilizando
lectina PNA e ioduro de propidio.

•

Penetración In Vitro homóloga con ovocitos madurados In Vitro
cocultivados durante 2 y 4 horas

1.7.7.1 Evaluación de la reacción acrosomal por microscopía de fluorescencia:
La tinción Giemsa (Hancock; Didion et al, citados por Cross 1989) y el reactivo
periódico del ácido-Schiffs (Leblond y Clermont citados por Cross 1989) son
convenientes para muchas especies, aunque no para el ser humano. Una
estrategia más común es utilizar dos tinciones: una tinción acrosomal y una
tinción nuclear, de diferente color para proporcionar contraste en la región
posterior de la cabeza y para reducir la cantidad de tinción acrosomal tomada
por el núcleo.
Tinciones triple con marrón de Bismark, rosa Bengala, y la tinción supravital el
azul trypan, son quizás las más utilizadas, siendo aplicadas al ser humano, al
ratón, al caballo, y al esperma de la cabra (Cross, 1989).
Se ha comprobado que los resultados con la triple tinción son muy similares a
los del microscopio de transmisión electrónica (Cross 1989).
Otra coloración disponible para evaluar las características acrosomales de los
espermatozoides del toro, el carnero, el verraco, el garañon y el conejo, tanto
en semen fresco como congelado, es la tinción Wells-Awa (Wells, 1970). Esta
tinción es preparada con un volumen de solución de eosina B (88% del
contenido total del colorante) al 1% de concentración, dos volúmenes de
solución de fast verde FCF alo 1% de concentración (90% del contenido total
del colorante) y 1.7 volúmenes de alcoholo etílico.
Para evaluar el estado acrosomal del espermatozoide criopreservado de bovino
se ha utilizado la tinción naptol amarillo S, añadiendo anilina azul, permitiendo
evaluar el acrosoma del espermatozoide bovino usando microscopio de campo
brillante (Christensen, 1996).
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También se puede evaluar el estado acrosòmico de los espermatozoides
usando el FITC-PSA (isotiocianato fluorescente – pisum sativum). Este método
detecta el aumento o el descenso de

la RAS, y evalúa el estado de

capacitación de los espermatozoides del cerdo, garañón, toro, morueco, búfalo
y hombre (Gordon, 2006).
Las lectinas, también utilizadas como marcadores fluorescentes. Estas se ligan
a glucoconjugados presentes en la matriz acrosomal o en la membrana
acrosomal

externa.

También

se

utilizan

anticuerpos

para

antígenos

intraacrosomales ubicados específicamente en el acrosoma (Cross, 1989).
La CTC se utiliza para teñir la superficie espermática de diferente manera,
dependiendo del grado de capacitación y de reacción acrosómica que tenga
cada espermatozoide.
Esta técnica ha identificado tres distintos patrones de tinción, para los
espermatozoides del toro, denominando F a las células no capacitadas y con el
acrosoma intacto, B a las células capacitadas con el acrosoma intacto y AR a
las células capacitadas con el acrosoma reaccionado (Fraser, 1995).
Duane, 1997, cita nuevas coloraciones para determinar el estado acrosòmico
como el bromuro de etidio, dihydroetidio, ioduro de propidio, y naranja de
acridina. Otras tinciones especificas del núcleo son la DAPI (4,6-diamidino-2phenylindole), Hoechst 33342 (bisbenzimide), and hoechst 33258 son efectivos
usando luz ultravioleta.
Para

determinar

integridad

de

membrana

se

utiliza

la

CFDA

(Carboxyfluorescein diacetate) en combinación con ioduro de propidio. Duane
1997, anota que la CFMDA (Carboxydimethyl-fluorescein diacetate) y la
BCECF (biscarboxyethylcarboxy-fluorescein) son tinciones que poseen mejores
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características en relación a la integridad de membrana que el CFDA en el
espermatozoide de los bovinos (Duane, 1997).
En el 2005, Cardona reporta que en un estudio tomaron aproximadamente
1x106 espermatozoides los cuales fueron lavados dos veces en buffer fosfato
salino (PBS), se depositaron sobre portaobjetos, y se fijaron por medio de
exposición a metanol aproximadamente por 30 segundos. Se colorearon y se
llevaron a la cámara húmeda durante 30 minutos. Esta cámara contiene lectina
Pisum sativum aglutinina marcada con isotiocianato de fluoresceína -PSA-FITC
a una concentración de 50 μg/ml en PBS. Luego de dos lavados con PBS, los
extendidos secos fueron montados en glicerol al 90% en PBS y se evaluaron
100 espermatozoides en el microscopio de fluorescencia a una longitud de
onda de 485 nm con un aumento de 100X, para determinar el porcentaje de
espermatozoides reaccionados. Se consideraron como espermatozoides
reaccionados aquellos que presentaban fluorescencia sólo en la región
ecuatorial y espermatozoides intactos, aquellos que presentaron todo el
acrosoma fluorescente.

1.7.7.2

Evaluación de la reacción acrosomal por citometría de flujo:

Cardona, 2005, también nos aporta a nuestra revisión bibliográfica un estudio
en donde se tomo una suspensión de 1x106 espermatozoides, se incubó con
10 μl de IgG humana durante 30 minutos a temperatura ambiente; para
bloquear la unión a los receptores Fc. Después de dos lavados con PBS a
600rpm durante 8 minutos, se agregaron 10 μl del anticuerpo IgG de ratón
contra CD46 humano conjugado con FITC; en otra alícuota se agregó un
control de isotipo utilizando un anticuerpo IgG de ratón contra trinitrofenol. Las
muestras se incubaron a temperatura ambiente protegidas de la luz, se lavaron
con PBS y luego se les adicionó 2,5 μg/ml de ioduro de propidio para evaluar la
viabilidad espermática. Se realizó una adquisición de 10.000 eventos usando
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un citómetro de flujo Epics XL (Coulter) y se determinó el porcentaje de células
reaccionadas con el programa WinMDi 2,8®.

1.7.7.3

Evaluación de la reacción acrosomal por contraste de fase y

microscopia DIC (contraste de interferencia diferencial): Las ventajas de usar
contraste de fase y microscopia DIC es que con poco esperma se puede
evaluar simultáneamente el estado acrosomal y la viabilidad espermática. El
esperma puede ser examinado en una variedad amplia de condiciones,
ambientes, y etapas intermedias de la reacción acrosómica. Una desventaja de
estas técnicas es que trabajan para solamente algunas especies. Por otra
parte, la pérdida de material acrosomal puede conducir a errores (falsos
negativos) (Cross, 1989).

Existen diferentes tinciones utilizadas para determinar la presencia de reacción
acrosómica In Vitro, pero la mejor indicación de capacitación espermática In
Vitro es la habilidad del espermatozoide de penetrar el oocito.
Finalmente, debemos procurar de escoger el medio adecuado para cada
especie que induzca capacitación espermática. El análisis visual de la motilidad
espermática es una manera de determinar si el medio seleccionado mantiene
el esperma de una especie en particular. La motilidad como tal y la forma de la
motilidad progresiva son indicadores de un medio aceptable; pero son
parámetros subjetivos. Patrones aberrantes de motilidad son causados por
choques térmicos y medio no isotónicos para el semen en cualquier especie.
Movimientos oscilatorios simples del esperma son indicadores de daño celular,
medio inapropiado o semen envejecido (Karow, 1997).
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2. FERTILIZACIÓN IN VITRO
Es una técnica de reproducción asistida en la que se fecunda uno o varios
óvulos fuera del organismo materno. La fertilización In Vitro se ha logrado
prácticamente en todas las especies domesticas y en el ser humano (Galina y
col, 2006).
Para una completa fertilización, el espermatozoide debe unirse y penetrar la
zona pelúcida y la matriz extra celular que rodea el oocito. Para estar seguro de
penetrar la zona pelúcida, el espermatozoide tiene que llevar cabo la reacción
acrosómica y la fusión de la membrana exocitótica. Existe considerable
evidencia que la fertilización espermática experimenta la reacción acrosómica y
en consecuencia la unión a componentes de la zona pelúcida vía receptores
específicos en la membrana plasmática. Entonces, una adecuada interacción
de la membrana plasmática espermática con la zona pelúcida es crucial para la
fertilización (Harkema,2004).
Los espermatozoides recién eyaculados; eyaculado fresco, puede unirse a la
zona pelúcida pero las propiedades de unión de su zona son desarrolladas
posteriormente durante la capacitación In Vitro. Ellas no son inmediatamente
realizadas hasta que no se experimenta una inducción de la reacción
acrosómica como una respuesta a las zonas de unión. En la mayoría de
especies de mamíferos el esperma adquiere la habilidad de experimentar la
reacción acrosómica, y subsecuentemente la capacidad de penetrar la zona y
fertilizar el oocito, en el tracto genital femenino algunas veces después del
acoplamiento, o después de la incubación en un medio IVF en ausencia de
plasma seminal. La adquisición de la habilidad para experimentar la reacción
acrosómica es referida también como capacitación (Harkema, 2004).
.

55

Harkema, 2004, demuestra que la capacitación del esperma porcino al igual
que el esperma bovino In Vitro estaba acompañada por un aumento en la unión
a las proteínas de la zona pelúcida por la membrana plasmática del esperma.
Durante la incubación en un medio IVF en ausencia de plasma seminal, un
porcentaje de espermatozoides del eyaculado tiene un incremento en la unión
de las proteínas de la zona solubilizada en la membrana plasmática (Harkema
et al 2004).
Los componentes del plasma seminal podrían estar involucrados directamente
en la unión de las proteínas de la zona pelúcida; un ejemplo de esto es que de
plasma seminal específico derivan proteínas que se han reportado que se unen
a la membrana plasmática espermática durante la eyaculación, y que tienen
una alta afinidad de unión por las proteínas ZP. Algunos factores pueden ser
responsables o ayudar en la unión espermática (Harkema, 2004).
El objetivo del al fertilizacion In Vitro , cocnsiste en propiciar la interaccion de
los gametos ( oocito espermatozoide), la formacion del cigoto y el desarrollo del
embrion hasta la formacion del blastocisto (Gonzales, 2001).
El proceso de F.I.V comprende las siguientes etapas:
A. Maduracion In Vitro (MIV).
B. Fertilizacion In Vitro (FIV).
C. Cultivo In Vitro (CIV).
2.1. OBTENCIÓN DE OVOCITOS
2.1.1 Recolección de ovocitos: La recolección de oocitos permite recuperar

y aprovechar folículos no ovulatorios, que bajo condiciones fisiológicas se
tornarían en folículos atrésicos, con el fin de aprovechar el máximo
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potencial genético de una donadora por procedimientos In Vitro (Gordon,
1990).
La recolección de oocitos para el desarrollo de tecnologías In Vitro se puede
realizar en dos formas (Ramírez, 1999).
1. Recolección en animales post-mortem: Se pueden recoger por
aspiración de folículos visibles o mediante el método de corte de la
superficie e interior del ovario (Ramírez, 1999). .
2. Recolección en animales vivos: En animales vivos la recolección de
oocitos se puede realizar por aspiración trasvaginal guiada por
ultrasonido y por laparoscopia / laparotomía (Ramírez, 1999).
Existen factores que están relacionados con la muerte oocitaria en la
recolección de los ovarios a nivel matadero, como la temperatura de
almacenamiento de los ovarios y el tiempo de recolección de los oocitos
después del sacrificio (Ramírez, 1999).
2.1.2 Maduración de ovocitos:
2.1.2.1

Maduración Meiótica: La maduración meiótica específicamente se

refiere a la conversión de oocitos completamente crecidos (presentes en
folículos antrales) a huevos no fertilizados justo antes de la ovulación,
siguiendo

el

surgimiento

preovulatorio

de

gonadotropinas

(Hormona

Foliculoestimulante [FSH] y la Hormona Luteinizante [LH]). En particular, la
maduración meiótica involucra la progresión nuclear, desde el inicio de la
primera profase meiótica (G2 tardía) a la metafase 11 (Primera reducción
meiótica), así como los cambios metabólicos necesarios para la activación de
la fertilización del oocito.

Oocitos aislados, completamente

desarrollados

sufren maduración meiótica espontáneamente durante el cultivo In Vitro, en
ausencia de hormonas, dando de esta manera un sistema experimental
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ventajoso para estudios estructurales y bioquímicos.

El momento de los

eventos citológicos (rompimiento de membrana, formación de huso) observado
cuando se maduran oocitos In Vitro, asemeja el observado in vivo. Solo los
oocitos que han sido exitosamente sujetos a maduración meiótica son capaces
de ser fertilizados y desarrollarse normalmente.

Los oocitos mamíferos

maduros y fertilizados In Vitro exhiben desarrollo preimplantación normal In
Vitro y se desarrollan en fetos viables después del transplante al útero de
madres sustitutas (Knobil Ernst et al, 1994)

2.1.2.2

Adquisición de Competencia Meiótica: La etapa de competencia

meiótica se define como la habilidad del oocitos para

soportar reducción

meiótica durante el crecimiento del oocito. Esto se aplica para los oocitos in
vivo así como para aquellos que crecen en condiciones In Vitro. La adquisición
de competencia meiótica aparentemente ocurre en dos pasos: los oocitos en
crecimiento primero adquieren la habilidad de pasar por rompimiento del sobre
nuclear (GV) con progreso hacia le metafase 1, seguido por la adquisición de la
habilidad de progresar de la metafase I a la metafase II.

Cierta evidencia

sugiere que la adquisición de competencia meiótica es dependiente del tiempo
pero independiente de la presencia de células foliculares, contactos celulares
heterólogos y crecimiento celular.

En este contexto es evidente que la

transición de G2 a la fase de un ciclo celular de un ovocito se regula por un
factor citoplasmático, llamado factor de promoción de la maduración (MPF). La
actividad de MPF aparece durante la maduración meiótica de los oocitos
alcanzado los niveles más altos a la metafase de meiosis I y II y diminuyendo la
anafase – telofase de meiosis I o después de completar la meiosis. Aunque no
se ha completado un análisis profundo de la regulación de la actividad de MPF
durante la maduración meiótica en oocitos mamíferos, se han asociado eventos
estructurales esenciales con la transición del ciclo celular de G2 - a – M en su
tipo celular meiótico.

Durante el curso de la adquisión de la competencia

meiótica, ocurren diversas e importantes modificaciones en la estructura
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nuclear y citoplasmática que indican una transición del ciclo celular de G2 a M.
Estos cambios incluyen la apariencia de una concha perinuclear de
heterocromatina, la pérdida de un arreglo de interfase de los microtúbulos
citoplasmáticos y la apariencia de centrosomas fosforilados.

Ya que estos

cambios coinciden, con la formación del antro folicular, un proceso iniciado por
la FSH, se cree que la FSH juega un papel importante en la adquisición de
competencia meiótica (Knobil Ernst et al, 1994).

2.1.2.3

Rompimiento Nuclear (Vesícula Germinal): En pocas horas de

realizado un cultivo In Vitro, los oocitos completamente crecidos sufren un
rompimiento o disolución nuclear completa (GVBD). Este proceso empieza con
una ligera ondulación de la cubierta nuclear pocos minutos después de que los
oocitos sean colocados en el cultivo, lo que continúa con el aumento de la
intensidad durante las siguientes 1 – 2 horas.

Estas ondulaciones pueden

estar relacionadas con la condensación cromosómica que se inicia durante
este periodo. Los pares nucleares desaparecen en 1 hora más o menos en el
cultivo; los rompimientos en la cubierta nuclear son visibles después de cerca
de 2 horas, en promedio. Después de 3 horas de cultivo, en promedio, la
cubierta nuclear se encuentra completamente dispersada en dobleces de
membrana que aparentemente se unen al retículo, posiblemente para cumplir
un papel subsecuente en la formación de la cubierta nuclear y pronuclear. El
tiempo promedio para completar el rompimiento de la cubierta nuclear, medido
desde el primer signo de desintegración de la membrana a la desaparición del
nucleolo, es 11 minutos.

La desaparición del nucleolo ocurre cortamente

después de contactar el citoplasma que invade.

En contraste, la lámina

nuclear, un grupo fibroso que se compone de las láminas A, B y C que se
aliena en la membrana nuclear interna, persiste a través del rompimiento de la
vesícula germinal y parece desintegrarse justo antes de la metafase de la
meiosis. También debería notarse que los cambios significativos en el número
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y distribución de los gránulos corticales también ocurren durante la maduración
meiótica (Knobil Ernst et al, 1994).

2.1.2.4

Condensación Cromosómica: Durante la maduración meiótica, los

cromosomas de los oocitos (bivalentes) pasan por una metafase I, anafase I y
telofase I quedándose quietos en la metafase II sin que intervenga una profase
II. Los cromosomas en la etapa de dictiado difusa sufren una condensación
significativa a lo largo del margen interno de la envoltura nuclear, de forma
concomitante con el comportamiento ondulatorio de la cubierta. Durante este
periodo, el quiasma se mueve hacia los extremos de los cromosomas. La
cromatina se vuelve heterocromática y contiene gránulos densos que
incrementan en número con aumento de la condensación cromosómica. La
condensación cromosómica ocurre en el vestigio agranular del núcleo a los 20
minutos de la disolución nucleolar, después de 2 o 3 horas de cultivo, en
promedio, cuando la condensación cromosómica está casi completa, los
bivalentes tienen forma de V y son telocéntricos y se asocian usualmente con
fragmentos de la cubierta nuclear. Poco después, los cromosomas altamente
condensados se arreglan circularmente en el centro del huevo, pierden sus
contactos con los fragmentos de cubierta nuclear y luego (después de 6-9
horas de cultivo), se alinean en el Ecuador del huso de la metafase I (Knobil
Ernst et al, 1994).

2.1.2.5
cubierta

Formación del Huso: Durante el periodo del rompimiento de la
nuclear

(GVBD)

y

la

condensación

cromosómica,

aparecen

kinetochores con microtúbulos asociados, así como otros centros de
organización en microtúbulos; los microtúbulos se extienden desde estos
centros, hasta rompimientos en la cubierta nuclear, en el nuclecloplasma.
Aparentemente, hay un kinetochore asociado con cada cromátide de cada
homólogo cromosomal.

Cerca de las 6 horas de cultivo, aparece un huso
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meiótico pequeño pero morfológicamente identificable y se reconoce
claramente a las 9 horas. A diferencia de la situación de la mayoría de las
células, los polos del huso del oocito carecen de centríolos y se componen
solo de bandas que se llaman material pericentriolar. El material pericentriolar
se asocia con los polos del huso en formación durante la prometafase y se
vuelve altamente fosforilado y condensado en la metafase; este desaparece de
los polos del huso durante la telofase. De forma paralela con estos cambios
progresivos en la organización del material pericentriolar en los polos del huso,
los centrosomas citoplasmáticos, que también contienen este material y
microtúbulos nucleados, sufren alteraciones en número y localización durante
la maduración meiótica.

Estas estructuras son más numerosas en la

prometafase y anafase de la meiosis y se localizan en la corteza del oocito,
excepto en el lugar de unión del huso (Knobil Ernst et al, 1994)

El tamaño del huso aumenta progresivamente, con la presencia de un huso
completamente formado, en forma de barril en la metafase I a las 9 o 10 horas
de cultivo. La distancia de polo a polo del huso es de más o menos 40 μm y
de ancho es cerca de 25 μm. Uno de los polos del huso se localiza cerca de la
corteza de la célula; el huso se encuentra rodeado por un área densa
compuesta de mitocondrias, vacuolas y gránulos. Los gránulos corticales se
excluyen de este sitio de unión del huso donde se localiza una banda ancha
semimembranosa de actina.

Ya que la meiosis precede la anafase, los

bivalentes se mueven hacia los extremos opuestos del huso y el huso rota 90°.
Estos movimientos aparentemente involucran microfilamentos. Es importante
notar que los oocitos en maduración gastan cerca de 6 horas en prometafase I
(periodo desde la condensación cromosómica inicial hasta el alineamiento de
los bivalentes en la metafase I) y cerca de 4 horas en metafase I. Este periodo
largo probablemente refleja el tiempo necesario para sintetizar y ensamblar el
aparato en huso (Knobil Ernst et al, 1994).
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2.1.2.6

Emisión del Cuerpo Polar: Las figuras de anafase y telofase

predominan a las 10 y 13 horas de cultivo In Vitro, y es durante este periodo
que aparece un bombeo destinado a convertirse en el primer cuerpo polar.
Durante la telofase se forma el cuerpo medio (un anillo membranoso y vacuolar
basofílico alrededor de la región central del huso en telofase) y se inicia el retiro
del cuerpo polar. La separación de los cromosomas homólogos toma lugar,
junto con un hundimiento asimétrico del citoplasma del oocito que contiene un
cuarto del complemento cromosómico original (telofase tardía). Adicionalmente
a los cromosomas, el primer cuerpo polar contiene una variedad de organelos,
incluyendo mitocondrias, ribosomas y gránulos corticales, así como en el
cuerpo medio.

Aunque el huso se encuentra ocasionalmente en el primer

cuerpo polar, raramente se ve una estructura bien definida y los cromosomas
del cuerpo polar empiezan a degenerarse en la telofase I tardía.

Un área

deficiente en organelos como gránulos corticales, pero rica en microfilamentos
submembranosos de actina, se sobrepone al huso en metafase II de huevos no
fertilizados. Además, la membrana plasmática sobre el huso es relativamente
suave, mientras que el restante de la superficie del hueso es altamente
microvelloso.

Los centros de organización de los microtúbulos, que no se

asocian con el huso, se encuentran en el citoplasma cerca de la corteza
celular.

La progresión más allá de la metafase II, con separación de las

cromátidas y emisión de un segundo cuerpo polar, espera la fertilización o la
activación partenogénica del huevo (Knobil Ernst et al, 1994).

2.1.3 Aspectos reguladores en la maduración del oocito: Los oocitos de
mamíferos tienen la inusual habilidad de sufrir maduración meiótica
espontáneamente cuando son liberados de los folículos y cultivados In Vitro. A
diferencia de los oocitos de especies no mamíferas, no se necesita de ningún
estímulo hormonal para reiniciar la progresión meiótica en oocitos mamíferos y
alcanzar la metafase II (pasar la transición de oocito a huevo) In Vitro. En este
contexto de que la regulación de la maduración meiótica, incluyendo el arresto
prolongado de oocitos en la etapa de dictiado y la reentrada de oocitos en la
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progresión meiótica justo antes de la ovulación, se ha considerado
experimentalmente.

2.1.4 Fertilización de ovocitos: La interacción del espermatozoide y del

óvulo inicia una serie de

transformaciones que involucran a los

componentes nucleares y citoplasmáticos de ambos gametos. Estas
transformaciones constituyen el proceso de fertilización, que comienza
con la interacción y subsecuente fusión de los gametos y termina con la
asociación de los grupos correspondientes de cromosomas derivados de
los dos pronúcleos, uno de origen materno y el otro paterno (Galina y col,
2006).
La fertilización del óvulo In Vitro se hace por medio del semen obtenido de un
ejemplar macho el cual se mantiene en un medio químicamente definido que
contenga albúmina,

una fuente de energía (glucosa o piruvato) y otros

componentes de la solución Krebs-ringer bicarbonatada (Galina y col, 2006).
La capacitación puede ser revertida por la exposición de los espermatozoides`
capacitados al flujo seminal. Por ello se postula que una proteína del flujo
seminal se une a la membrana plasmática del espermatozoide previniendo la
entrada de calcio, y que su pérdida podría permitir al espermatozoide
capacitante acumular calcio (Galina y col, 2006).
Los aspectos esenciales de la fertilización son: la asociación del genoma
paterno y materno y la activación del óvulo (Galina y col, 2006).
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3. ANTECEDENTES DE CAPACITACIÓN ESPERMÁTICA
En Colombia se está trabajando en transferencia de embriones bovinos desde
comienzos de la década de los 70, con el programa llevado a cabo por UNIBAN
en la zona del Urabá.
En la actualidad, existen varios profesionales o grupos particulares, que están
trabajando en fincas grandes o en grandes centrales como EMBRIOGEN,
VITROGEN, CETELCA, y CGR. De la misma forma, CORPOICA y la
Universidad Nacional de Colombia, adelantan proyectos sobre protocolos
superovulatorios en bovinos criollos colombianos.
En Colombia se ha trabajado con medios de capacitación espermática para
posteriormente fertilizar ovocitos In Vitro. Chacón y col, 2003, trabajó con
semen de un toro de la raza Gyr; en este trabajo utilizaron heparina como
inductor de la capacitación espermática. Los espermatozoides fueron lavados
con gradientes de percoll y posteriormente centrifugados. Ellos demostraron
que utilizando 6 mg/ml de heparina la tasa de fertilización In Vitro es mejor
comparándola con 2 y 4 mg/ml. La tasa de fertilización era del 77.8% con 6,
frente a 52.8% con 2 y 64.2% con 4 mg/ml. La concentración espermática
utilizada fue de de 1 x 106 espermatozoides por ml.
Salgado y col. 2005; utilizó diferentes concentraciones de heparina, 2,4,8,10,16
y 20 mg/ml y evaluó diferentes dosis de espermatozoides del eyaculado de un
toro Holstein, las dosis fueron 0.5, 1, y 2 x 106 espermatozoides por ml. Los
resultados arrojados permitieron llegar a la conclusión que es recomendable
trabajar con una dosis de heparina de 10 mg/ml y una dosis de
espermatozoides de 1 x 106 espermatozoides por ml, ya que a medida que se
aumentaba la concentración de espermatozoides en el medio de fertilización
incrementaba la incidencia de poliespermia.
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En Sao Paulo, Assumpção y col, 2002; trabajaron con heparina y calcio
ionóforo como inductores de la capacitación espermática In Vitro, en este
estudio el calcio mostró ser inferior con relación a la heparina ; esta diferencia
está relacionada al tiempo de incubación; el cual fue de 1 minuto para el calcio
ionóforo y de una hora para la heparina.
Otros estudios desarrollados, similares al tema elegido, como el de Harkema et
al, 2004, que,

trabajando con semen porcino, encontró que en medio de

capacitación de Tyrodes con bicarbonato, se aumentaba la cantidad de
espermatozoides con presencia de zonas activas para la zona pelúcida, lo cual
era proporcional al tiempo de incubación.
Sartini, 2003; publica que la capacitación del espermatozoide porcino por seis
horas permite la máxima penetración espermática de la zona pelúcida en y los
porcentajes de la reacción acrosómica inducida son los mismos para los
espermatozoides incubados por 6 horas y 4 horas utilizando gradientes de
percoll para lavado y medio TBM.
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4. MATERIALES
4.1

MARCO GEOGRÁFICO

El presente trabajo se desarrolló en Bogotá Colombia a una altitud de 2640
msnm

y

a una temperatura promedio de 13.2 ºC. Se trabajó con semen

bovino congelado en pajillas de 0.5 ml

y oocitos recolectados de ovarios

procedentes de animales sacrificados en el frigorífico San Martín de Porres,
localizado en la Carrera 83 No. 17-51- Bogotá. Estos oocitos fueron madurados
In Vitro con suero fetal bovino marca GIBCO®,

fertilizados In Vitro y

convertidos en embriones hasta el estadio de mórula en el laboratorio de
inmunogenética de la Universidad de La Salle.

4.2

MARCO DEMOGRÁFICO

El esperma se obtuvo de un toro raza Holstein propiedad de la Universidad de
La Salle. A este ejemplar se le realizó una colecta y se le criopreservó con
diluyente leche descremada - yema de huevo al 10% para posteriormente ser
empacado en pajillas de 0.5 ml con una concentración de 20 x 106
espermatozoides/ml.
La recolección de ovarios de matadero se realizó los días lunes de cada
semana, para un total de 16 colectas, de 30 ovarios por cada colecta para la
obtención de 480 ovarios viables. Para transportar dichos ovarios se utilizaba
frascos azules de 500 ml, que contenían cloruro de sodio al 0.9% a una
temperatura que oscilaba entre 37-38°C.

66

4.3 MEDIOS UTILIZADOS PARA CONGELACIÓN SEMINAL, CAPACITACIÓN
ESPERMÁTICA, MADURACIÓN Y FERTILIZACIÓN OOCITARIA.
4.3.1 Diluyente para la congelación de semen:

LECHE - YEMA DE HUEVO - GLICEROL
•

Leche descremada

83ml

•

Yema de huevo

10ml

•

Glicerol

7ml

4.3.2 Medios de lavado utilizados para capacitación espermática:

4.3.2.1 Medio TALP:
Tabla 2. Concentración de los constituyentes del medio TALP

COMPONENTE

CANTIDAD

NaCl

100 mM

KCl

3.1 mM

CaCl2

2.0 mM

MgCl2

0.4 mM

NaH2PO4

0.3 mM

Hepes

10 mM

Lactato de sodio

21.6 mM

Piruvato

1.0 mM

NaHCO3

25 mM

BSA

6 mg/ml

Gentamicina

50 µg/ml

Fuente: Parrish,1988.

67

4.3.2.2 Medio BO. (Brackett y Oliphant):
Tabla 3. Concentración de los constituyentes del medio BO

COMPONENTE

CANTIDAD

NaCl

112 Mm

KCl

4.02 Mm

CaCl2

2.25 mM

MgCl2

0.52 mM

NaH2PO4

0.83 mM

Ácido pirúvico

1.25 mM

NaHCO3

37 mM

BSA

3 mg/ml

Penicilina

0.031 g/lt

Glucosa

13.9 mM

Cafeína

10 mM

Osmolaridad: 305 mosm Aprox
Fuente: Brackett and Oliphant, 1975.

4.3.2.3 Medio BWW:
Tabla 4. Concentración de los constituyentes del medio BWW.

COMPONENTE

CANTIDAD

NaCl

91.06 mM

KCl
MgSO4 anhydrous
KH2PO4

4.78 mM
2.44 mM
1.17 mM
4 mM

NaHCO3

21 mM
5.55 mM
0.25 mM
1.71 mM
21.55 mM
0.5 mg/100 mL
1 mM

Hepes
Glucosa
Piruvato de sodio
Lactato de Calcio pentahidrato
Lactato de sodio
Rojo Fenol
Cafeína
Fuente: Brackett and Oliphant, 1975.
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Todos los medios de lavado fueron suplementados con una concentración de
10 mg/ml de heparina sódica, utilizada como inductor de la capacitación
espermática.
4.3.3 Medios utilizados para maduración y fertilización oocitaria:
4.3.3.1 Medio de TL-Lavado: Utilizado para el lavado de oocitos. Este medio
contiene los siguientes reactivos.

Tabla 5. Concentración de los constituyentes del medio TL-Lavado

COMPONENTE

CANTIDAD

NaCl

114 mM

KCl
MgCl2 2 H2O
NaH2PO4

3.2 mM
0.5 mM
0.4 mM

NaHCO3

20 mM

Hepes
CaCL2 2 H6O
Ácido Láctico
Rojo Fenol
pH

10 mM
2 mM
10 mM
1 µgr/ml
7.4

Osmolaridad 255-265
Fuente: Olivera, A, 1994
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4.3.3.2 Medio de Maduración:
Tabla 6. Concentración de los constituyentes del medio de maduración oocitaria

COMPONENTE

CANTIDAD
9 ml

MEM
Suero Fetal Bovino (SFB)
FSH
LH

1 ml
10 µL
100 µL

Piruvato

20 µL

Gentamicina
17 β Estradiol

10 µL
10 µL

Fuente: Olivera, A, 1994

El medio MEM es una mezcla de sales enriquecida con aminoácidos, vitaminas
y otros componentes esenciales para el crecimiento celular que ayuda a
mantener y nutrir los ovocitos durante la manipulación de estos. Este medio
tiene las siguientes características (www.cultilab.com).
Tabla 7. Concentración de los constituyentes del medio MEM.
MEDIO MEM

Para 50 ml de medio MEM

MEM

480 mg

Disolver en 50 ml de agua
destilada estéril

NaHCO3

110 mg

Fuente: Olivera, A, 1994

4.3.3.3 Medio TL-Fecundación: Medio utilizado para la fabricación de los
medios de lavado prefecundación y de fecundación:
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Tabla 8. Concentración de los constituyentes del medio TL-Fecundación

COMPONENTE

CANTIDAD

NaCl

114 mM

KCl
MgCl2 2 H2O
NaH2PO4

3.2 mM
0.5 mM
0.4 mM

NaHCO3

25 mM

Hepes
CaCL2 2 H6O
Acido Láctico
Rojo Fenol
Ph
Osmolaridad 280-300

5 mM
2 mM
10 mM
1 µgr/ml
7.4

Fuente: Olivera, A, 1994

4.3.3.4 Medio Lavado Prefecundación: El medio de lavado prefecundación está
compuesto por TL-Fecundación

(10 ml), Piruvato (20 µl), Gentamicina (10

µl), BSA (30 mgr). Este medio fue utilizado para lavar los oocitos que fueron
madurados 24 horas antes. Se hace este lavado con el fin de retirar algo de
células de la granulosa y algunas impurezas o detritos celulares que hubiesen
podido quedar en el medio de maduración.
Tabla 9. Concentración de los constituyentes del piruvato.
PIRUVATO

Acido Piruvico

11mg

sln Salina 0,9%

1 ml

Fuente: Olivera, A, 1994
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4.3.3.5 Medio de Fecundación: Este medio está compuesto por TLFecundación 10 ml, Piruvato (20 µl), Gentamicina (10 µl), BSA (60 mgr). Este
medio una vez fabricado se utilizó para preparar las microgotas de
fecundación, cada microgota estaba compuesta por: Medio de fecundación (41
µl), Heparina (5 µl), Epinefrina (0.5 µl), Esperma (2 µl).
4.3.3.6 Medio de Lavado de Embriones: Los embriones obtenidos después de
las 24 horas de fecundación fueron lavados por SSAF Y SFB en las siguientes
proporciones: 1 litro de SSAF y 5 ML de SFB.
Tabla 10. Concentración de los constituyentes del medio SSAF
SSAF

CANTIDAD SUFICIENTE PARA 10 LITROS

MgSO4 7H2

1,21g

Disolver en 2

CaCl2 2 H2O

1,32 g

litros de agua
destilada
estéril.

NaCl

80,0 g

Disolver en 8

KCl

2,0 g

litros de agua

NaH2 HPO4

11,5 g

destilada estéril

KH2 PO4

2,0 g

GLUCOSA

10,0 g

PIRUVATO DE SODIO

0,36 g

SULFATO DE ESTREPTOMICINA

0,50 g

PENICILINA G SODICA

1,000,000 UI

Ph

7,2-7,6

Osmolaridad

270-310
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4.3.3.7 Medio de Maduración de Embriones: Los embriones lavados fueron
depositados en microgotas para continuar la

maduración. Cada microgota

tenía 50µl de este medio el cual estaba compuesto por 10 ml de SSAF, 1 ml de
SFB.
Antes de realizar cualquier colecta se elaboraron

todos los medios

anteriormente enunciados. El semen utilizado en este trabajo fue de un Torete
de la Universidad de La Salle que presentó durante su examen microscópico
una buena motilidad en masa e individual. El semen fue diluido en leche
descremada y yema de huevo y empacado en pajillas de 0.5 ml a una
concentración de 24´000.000 y congeladas a -196oC.
4.4 EVALUACIÓN SEMINAL
4.4.1 Volumen: Se observó directamente sobre el tubo, teniendo en cuenta que
un toro mayor de 2 años debe tener un eyaculado de no menos de 4ml.
4.4.2 Color: Se observó directamente sobre el tubo, después de haber obtenido
la muestra. Se consideraron normales los colores que van del blanco al
amarillento, siendo patológicos, los colores rosado, amarronado y verdoso
(Gómez, 2001).
4.4.3 pH: Se evaluó extrayendo una gota de semen del tubo y colocándola
sobre una tira indicadora de pH. Se consideró un pH normal, entre 6.2 y 6.8
(Gómez, 2001).

Finalizada la evaluación macroscópica, se continuó con la evaluación
microscópica, que consta de los siguientes pasos:
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4.4.4 Motilidad masal: Se colocó una

gota del semen puro sobre un

portaobjetos atemperado a 36-37º C, y se observó a 40 aumentos, evaluando
la presencia de ondas omega. La escala que se tomó fue 1 a 5, evaluando
como 1 al semen que no presentaba ondas y 5 cuando las ondas se movían
rápidamente formado remolinos. Se consideró como valor mínimo de
aceptación 3 (Gómez, 2001).
4.4.5 Motilidad individual: Para realizar esta evaluación se diluyó el semen en
Citrato de Na al 2.92%. Se colocó una gota gruesa de semen, de
aproximadamente 30 ó 40 microlitros en un tubo con 2ml de la solución de
Citrato que debe estar a la misma temperatura del semen, ya en el Baño María.
Una vez diluido el semen se extrajo una gota de la dilución y se la colocó sobre
un portaobjetos atemperado a 36-37º C con la ayuda de un cubreobjetos,
también a la misma temperatura. Se observó al microscopio a 400 aumentos
los espermatozoides que se mueven en forma rectilínea progresiva, siendo
éstos los que atraviesan el campo de observación. Los espermatozoides que
giran en círculo o avanzan en forma oscilatoria; se consideraron que tienen
movimientos anormales. El porcentaje mínimo aceptable fue del 50 % (Gómez,
2001).
4.4.6 Vigor: Se evaluó el vigor, al mismo tiempo que la motilidad individual,
teniendo en cuenta la velocidad con la que éstos espermatozoides atraviesan
el campo. La escala que se utilizó fue de 0 a 4, evaluando como 0 los
espermatozoides inmóviles y como 4 los que avanzan rápidamente por el
campo y son difíciles de seguir visualmente. Se consideró como valor mínimo
aceptable un vigor de 3 (Gómez, 2001).
4.4.7 Concentración: Para evaluar la concentración, se preparó previamente
una solución salina formolada al 2%. Se colocaron 10 microlitros de semen
puro en 2ml de solución salina formolada (1/200) y se homogenizó invirtiendo el
tubo varias veces. Una vez homogeneizado, se tomaron aproximadamente 14
µl y se cargó la Cámara de Newbawer por capilaridad, en ambos retículos,
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teniendo en cuenta de cargar otros 14 microlitros para el segundo retículo
volviendo a homogeneizar entre una carga y otra. Una vez cargada, se dejó
reposar unos minutos para permitir que todos los espermatozoides decanten y
se ubiquen en un mismo plano para poder contarlos. Luego se procedio a
ubicar el retículo de glóbulos rojos a 100 aumentos, y una vez localizado, se
pasó a 400 aumentos para realizar el conteo. Se contaron todos los
espermatozoides que se encuentren en las 4 cuadrículas de las puntas y la
central (5 en total) teniendo en cuenta de incluir también los espermatozoides
que se encuentren sobre 2 de las triples líneas de cada cuadrícula, ya sean la
superior y derecha ó la izquierda e inferior. Se contaron los retículos de ambos
lados de la cámara y se sacó el promedio. Al número de espermatozoides
contados, los multiplicamos por 10.000 y así obtengo la cantidad de
espermatozoides por milímetro cúbico de semen. Se consideró como valor
aceptable, una concentración de no menos de 750.000 espermatozoides por
milímetro cúbico para aceptar el eyaculado para congelación. La concentración
mínima aceptable para toro de rodeo general es de 500.000 espermatozoides
por milímetro cúbico (Gómez, 2001).
4.4.8 Porcentaje de vivos y muertos: El procedimiento se realizó extrayendo
una gota de aproximadamente 10 microlitros de semen puro y una gota de
eosina, se colocaron sobre la punta de un portaobjetos limpio y desengrasado
atemperado a 36,-37ºC. Para sacar el porcentaje de espermatozoides vivos se
procedió a observar el frotis a 400 aumentos, contando en guarda griega todos
los espermatozoides de cada campo evaluado, discriminando los que están
teñidos, como muertos y los sin teñir como vivos. Se contaron no menos de
100 células y se sacó el porcentaje. Se consideró como valor mínimo
aceptable, el 70 % de espermatozoides vivos (Gómez, 2001).

Para finalizar el examen microscópico, se realizó el conteo de células
espermáticas que poseían malformaciones tanto primarias como secundarias,
para posteriormente sacar un porcentaje de dichas características.
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Una vez calculada la concentración se determinó la cantidad de diluyente a
utilizar. El diluyente con el que trabajamos fue leche descremada – yema de
huevo al 7%, el cual se fraccionó en 2, la fracción A que esta a 37ºC, al cual se
le adicionó el volumen de semen colectado, y la fracción B, que esta a 4ºC, la
cual tiene el 7% de glicerol evitando con este componente que los cristales de
hielo maten a los espermatozoides. La temperatura de la fracción A deberá
descender a 4ºC, en un tiempo estimado de 1-2 horas, 1 hora a temperatura
ambiente y 1 hora en refrigeración. Posteriormente se mezcló en un erlenmeyer
las dos fracciones A y B, y la colocamos sobre una plancha de hielo esperando
de 2-3 horas para que el glicerol haga su efecto en la célula espermática.
Luego procedimos al empaque del semen en pajillas de 0.5 ml. Para su
congelación se utilizó una nevera de icopor que contenía un nivel de nitrógeno
líquido de 3 cm de altura y posteriormente las pajillas fueron colocadas durante
5 minutos a una distancia de 4 cm sobre dicho nivel. Una vez empacadas se
introdujeron al nitrógeno líquido contenido en la caja, para posteriormente ser
introducidas al termo.
4.4.9 Evaluación del semen congelado: La descongelación de la pajilla se
realizó introduciéndola en agua a 37ºC durante 1 minuto. La evaluación
postdescongelación de las pajillas se realizó de acuerdo a los siguentes
parámetros:

•

Motilidad individual

•

Porcentaje de vivos
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Figura 5. Gota de semen sobre portaobjetos atemperado a 37°C

Fuente: Benavides, 2008

4.5 MADURACIÓN DE OOCITOS
La colecta de ovarios se efectuó en horas de la noche .Se realizaron 16
colectas de las cuales las 6 primeras fueron de aprendizaje en manejo de
equipos y material de laboratorio, pruebas de esterilidad, manipulación de
ovarios y oocitos, mantenimiento de temperatura, fabricación de microgotas
para maduración, aspiración de folículos, maduración y fertilización oocitaria
y desarrollo embrionario,
Todas las colectas se llevaron a cabo de la siguiente manera: los ovarios
obtenidos se depositaban en un frasco tapa azul de 500 ml con solución salina
al 0.9% estéril a una temperatura de 37 grados centígrados. Una vez
colectados se transportaron al laboratorio en una nevera de icopor en la cual se
encontraba una bolsa térmica que estaba conectada a un alimentador de
corriente. Esta bolsa térmica nos garantizaba una temperatura estable y
constante hasta el lugar de trabajo.
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Una vez llegaban al laboratorio los ovarios eran lavados nuevamente con una
solución de cloruro de sodio al 0.9%, con el fin de retirar la sangre que estos
habían liberando durante el transporte.
Posteriormente se pasaron a lavar los ovarios de la siguiente manera: se hacia
un lavado con solución salina al 0.9 % mas hipoclorito al 1 % durante 5
minutos con el fin de desinfectar en un gran porcentaje el epitelio externo del
ovario, pasados los 5 minutos el ovario desinfectado pasaba por una solución
de solo cloruro de sodio al 0.9 % durante el mismo tiempo que el primer lavado
para retirar los resto de hipoclorito. Estos dos lavados se encontraban a una
temperatura de 37oC.

Figura 6. Lavado de ovarios en solución salina 0.9% e hipoclorito de Na 1%

Fuente: Benavides. 2008

Una vez terminado el ultimo lavado de los ovarios se procedió a tomarlos con
una pinza con garra estéril y llevarlos al la cabina de flujo laminar para su
posterior aspiración de los folículos. El ovario que se iba a aspirar era sujetado
por una gasa estéril. La aspiración de los folículos se realizó por medio de una
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jeringa de 10 ml con una aguja de calibre 18 G. Los folículos aptos para
aspiración tenían un diámetro de 5-20 mm.
Figura 7. Aspiración folicular con aguja 18G

Fuente: Benavides, 2008

El líquido folicular obtenido era depositado en una caja de petri y observado en
un estereoscopio a un aumento 40x con el fin de ir recuperando los oocitos.
Los

oocitos

que

eran

recuperados

deberían

cumplir

las

siguientes

características:
•

No importaba la cantidad de células de la granulosa.

•

El ooplasma debería estar llenándose completamente

•

Deberían tener una zona pelúcida en excelente estado y conformación,
es decir no podían presentar rupturas ni laceraciones.

•

aquellos oocitos que presentaban citoplasma retraído, vacuolización o
zona pelúcida rota no eran consideramos óptimos para maduración.

•

Las células del cúmulo tenían que estar uniformes y compactas, y por el
contrario no deberían estar expandidas ni dispersas.

Figura 8. Ovocito viable rodeado de células del cumulus oophorus
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Fuente: Benavides, 2008

Al hacer la clasificación de los oocitos estos fueron lavados 2 veces durante 5
minutos con el medio de lavado de oocitos descrito anteriormente. Una vez
lavados fueron depositados en los diferentes medios de maduración y
trasladados a la incubadora para realizar el cultivo de estos. La incubadora
durante toda la realización del proyecto estuvo en los siguientes parámetros:
39ºC de temperatura, 5% de CO2 y 95% de humedad en el aire.
Las microgotas que se realizaron tanto para maduración y desarrollo
embrionario se realizaron con tres horas de anticipación las cuales deberían
permanecer por este tiempo en la incubadora con el fin de que pudieran
saturarse de CO2 al 5%, tomarán una temperatura de 39 ºC de esta forma
proporcionar un mejor ambiente para el cultivo celular.
Las microgotas se realizaron de la siguiente manera:
•

Realización de división de la caja por medio de un marcador en la superficie
externa. Realizando cuatro cuadrantes en los cuales se depositaban de a
tres microgotas en cada uno de ellos.

•

Se depositaron 10 µl del medio de maduración.
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•

Las microgotas elaboradas eran cubiertas por 10 ml de aceite mineral que
con anterioridad debería estar descarboxilado con una solución de cloruro
de sodio al 0.9% (350 ml de aceite por 150 ml de NaCl).

•

Una vez el aceite cubría la totalidad de las primeras microgotas se
depositaban 40 µl adicionales a cada una de ellas, teniendo como resultado
final microgotas de 50 µl.

Figura 9. Microgotas de medio de maduración oocitaria en caja de petri

Fuente: Benavides, 2008

Se depositaron 9 oocitos por microgota es decir que por caja petri habían 108
oocitos para madurar. Estos oocitos permanecieron durante 24 horas en la
incubadota de CO2 (Olivera, 2004).
Los oocitos que presentaban una buena zona pelúcida, separación de las
células de la granulosa entre ellas, núcleo compacto y sin picnosis eran
clasificados como aptos para fertilización.
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Una vez obtenidos los oocitos maduros eran lavados dos veces por el medio de
lavado prefecundación. Lavados los oocitos, fueron pasados a las microgotas
de fecundación que con anterioridad deberían estar hechas e incubadas. Las
microgotas de fecundación tenían el mismo fundamento que las de maduración
y desarrollo embrionario, pero se diferenciaban en que primero depositábamos
10µl de medio de fecundación por gota. Posteriormente se cubrían con el
aceite y finalmente en cada microgota depositábamos 31µl

de medio

fecundación, 5µl Heparina, 0.5µl Epinefrina, y 2µl de Esperma capacitado.
En cada microgota de fertilización se pasaron 9 oocitos maduros listos para
fertilizar, esto no quiere decir que todos los oocitos que se pasaron a madurar
se fertilizaban, en algunas oportunidades quedaron microgotas sin oocitos ya
que el número había disminuido después de la maduración. Los oocitos que se
fueron a fertilizar eran dejados en incubación por 18 hrs.
Posteriormente se tomaron 2 pajillas de 0.5 ml, previamente evaluadas y aptas
para la capacitación espermática con una concentración de 20 x 106
espermatozoides por ml, las cuales se descongelaron en baño maría a 37°C
durante un minuto. Se agregó una alícuota de semen, al fondo de 10 viales de
1.5 ml. A continuación se agregó por las paredes del tubo 1 ml de medio de
capacitación TALP, BO y BWW suplementados con heparina a una
concentración de 10 mg/ml, evitando que se mezclara con el semen.
Posteriormente los 10 tubos fueron colocados en la incubadora REVCO a
39°C, 5 % de CO2, durante 1 hora. Luego se removió el sobrenadante de cada
vial con la ayuda de una micropipeta y se lo introdujo en un vial de 15 ml. Este
sobrenadante se centrifugó a 900 gravedades por 10 minutos. El sobrenadante
poscentrifugación, se regó y se guardó el pellet resultante, que es donde se
encuentran los espermatozoides ya capacitados y listos para fertilizar los
oocitos madurados In Vitro. Posteriormente se procedió a obtener la
concentración del pellet en la cámara de Neubauer con un factor de dilución de
1:20 de agua. La muestra se diluyó con medio de capacitación hasta obtener
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una concentración de 25 x 106 espermatozoides por ml. Cabe antes decir que
los espermatozoides capacitados fueron evaluados en cuanto a su vigor y
motilidad individual.
Figura 10. Separación de espermatozoides por el método Swim-up.

A

B

C

D

E

F

G
A) Descongelación de pajilla, B) Cubreobjetos sobre gota de semen para analizar la motilidad
individual, C) alícuotas de semen y medio de capacitación, D) semen y medio de capacitación
en incubadora a 39°C, E) sobrenadante, F) Pellet, G) adición de semen capacitado en
Microgotas que contienen ovocitos.
Fuente: Benavides, 2008
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Para cada medio de capacitación se descongelaron 6 pajillas:
Tabla 11. Numero de pajillas utilizadas para cada medio de capacitación.

Medio de Capacitación

Numero de Pajillas

Espermática In Vitro
TALP

6

BWW

6

BO

6

4.6 DETERMINACIÓN DE LA CAPACITACIÓN ESPERMÁTICA
Antes de proceder a realizar una coloración se observó el cambio de motilidad
que la célula espermática presentaba postcapacitacion, este cambio es
denominado hipermotilidad, caracterizado por un aumento de la frecuencia y
amplitud de los movimientos del flagelo (cola).
El colorante utilizado para identificar la capacitación espermática fue eosina
que permitía cuantificar espermatozoides con acrosoma intacto y porcentaje de
vivos.
Una vez pasadas las 18 horas de fecundación se realizaron dos lavados con el
medio de lavado de embriones. Posteriormente se depositaron en las
microgotas de maduración de embriones cambiando este medio cada 48 horas.
El conteo de la obtención de embriones se realizó al 6 día postfecundación en
el cual se observaba cuantos embriones habían en los diferentes estadios
embrionarios.
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Para evaluar cual de los tres protocolos de capacitación espermática presentó
mejores resultados de fertilización In Vitro se realizó una prueba de
contingencia de Х2 con una significancia del 5%.
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5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN
5.1

PROCESO DE COLECTA Y CONGELACIÓN DEL SEMEN.

Un requisito indispensable para el desarrollo de nuestro trabajo, es que el
semen utilizado mantenga su capacidad de fertilidad después de haber sido
criopreservado. Las cualidades que deben tener los espermatozoides de un
eyaculado

fecundante

son:

motilidad

progresiva,

morfología

normal,

metabolismo energético activo, capacidad para desarrollar una motilidad
hiperactivada, integridad estructural y funcionalidad de la membrana, integridad
de las enzimas asociadas con la fecundación, capacidad de penetración y
transferencia óptima del material genético. Tras todo lo dicho, cabe destacar
que hasta el momento no se ha conseguido un método de evaluación seminal
in vitro, que al utilizarlo solo o en combinación con otros sea capaz de predecir
de forma segura la capacidad fecundante de una muestra de semen. Sin
embargo, debido a que la valoración in vitro de la calidad seminal es muy
importante en la valoración andrológica de los machos y es, además, el mejor
indicador del grado de conservación del semen congelado-descongelado, se
han dedicado grandes esfuerzos al diseño de técnicas que midan la capacidad
fecundante del semen fresco y congelado. (Ordoñez, 1999).

5.2

RESULTADOS DE LA COLECTA DE SEMEN Y ANÁLISIS.

Para la obtención de la muestra seminal se realizaron tres tomas a tres bovinos
del hato de la universidad, una con electroeyaculador y dos con vagina artificial.
La primera colecta se obtuvo por electroeyaculación de un toro Holstein con los
siguientes resultados:
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Tabla 12. Evaluación seminal No 1

Parámetro

Valor
242 x 106/m.l

Concentración
Volumen

6 ml

Porcentaje de motilidad individual

40%

Porcentaje de motilidad masal

50%

Esta muestra se consideró no apta para congelación seminal, ya que los
parámetros medidos en el examen macroscópico y microscópico indicaban una
mala calidad seminal.
La segunda muestra se obtuvo por vagina artificial de un toro Pardo Suizo con
las siguientes características:
Tabla 13. Evaluación seminal No 2

Parámetro

Valor
930 x 106/m.l

Concentración
Volumen

5 ml

Porcentaje de motilidad individual

80%

Porcentaje de motilidad masal

80%

En esta colecta, los indicadores medidos para congelación seminal estaban
dentro de los rangos normales, por lo cual se procedió a iniciar el proceso de
congelación en pajillas de 0.5 ml. Al realizar la evaluación postcongelación, las
células espermáticas tenían una motilidad individual del 10% indicando
alteraciones

del

proceso

de

criopreservación,

que

indujeron

muerte

espermática en un alto porcentaje, no siendo apta paras el estudio.
La tercera muestra se tomo por vagina artificial de un toro Normando, los
resultados se muestran en la tabla No 14:
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Tabla 14. Evaluación seminal No 3

Parámetro

Valor
Blanco Cremoso

Color
pH

6.6

Volumen

4 ml

Concentración

865 x 106/m.l

Porcentaje de motilidad individual

80%

Porcentaje de vivos

89.6%

Porcentaje de motilidad masal

85%

Porcentaje de espermatozoides

83%

normales
Las anormalidades encontradas en la estructura del espermatozoide fueron las
siguientes:
• Segmento doblado S.D (Anormalidad primaria)
• Cola en gancho C.G (Anormalidad secundaria)
Se hizo un conteo de 223 espermatozoides a través de un microscopio a 400x.
Los resultados encontrados fueron 4.9 % para S.D y 5.3 para C.G. finalmente
se congelaron 120 pajillas de 0,5 ml.
Los procedimientos utilizados para criopreservar el esperma (dilución,
refrigeración, congelación y descongelación) producen daños de la membrana
plasmática del espermatozoide (Hammerstedt et al, 1990; de Leeuw et al,
1991; Parques y Graham, 1992 citados por Courmier, 1997), reducción de la
motilidad y de la actividad enzimática (Watson, 1981; Parrish et al, 1986;
Gordon, 1994 citados por Courmier, 1997). Después de la descongelación, los
espermatozoides bovinos presentan cambios

en el calcio intracelular y los

espermatozoides porcinos reducen los niveles de la actividad fosfolipasa A2
(PLA2) (Dyck y Buhr, 1994 citados por Courmier, 1997). Dado que los dos Ca2
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y LA2 desempeñan un papel importante durante la capacitación y reacción
acrosómica (Langlais y Roberts, 1985; Florman et al, 1989; Florman y Babcock,
1991; Fraser y McDermott, 1992 citados por Courmier, 1997), cualquier
alteración de su regulación o la estructura de criopreservación pueden estar
relacionados con la reducción de la fertilidad de espermatozoides congelados
en la especie bovina. Courmier, 1997; ha demostrado que la exposición de
espermatozoides frescos al diluyente yema de huevo-Tris-glicerol (EYTG)
utilizado para la criopreservación promueve el inicio de la capacitación
espermática In Vitro o In Vivo. Estos autores han demostrado que los
espermatozoides, el cual su diluyente en el momento de la congelación fue
EYTG, pueden fertilizar ovocitos en ausencia de heparina, en consecuencia
ellos experimentan capacitación desde el momento de la congelación.
5.3 PROCESOS DE CAPACITACIÓN IN VITRO
5.3.1 Evaluación de la motilidad individual postdescongelación: El movimiento
de los espermatozoides después de la descongelación, fue rectilíneo, uniforme
y progresivo, teniendo en cuenta los espermatozoides que atravesaban el
campo de observación. El porcentaje de motilidad individual en promedio de las
18 pajillas descongeladas fue del 45%. El valor que se obtuvo se consideró
dentro de los parámetros normales indicando un proceso de congelación
seminal adecuado y que las células espermáticas estaban aptas para poder ser
capacitadas con los diferentes medios.
Bavera, 1998; en su publicación reporta que el semen de buena calidad, que
ha

sido

recientemente

descongelado,

normalmente

tiene

40-50%

de

espermatozoides con motilidad progresiva y un vigor de 3-4. Después de 2
horas de incubación, estos valores generalmente disminuyen un 10- 15% y 1
punto, respectivamente. Las normas ISO 9002 para motilidad son:
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• 0 hs= 25% de espermatozoides con motilidad progresiva. Vigor 3.
• 2 hs= 15% de espermatozoides con motilidad progresiva. Vigor 2.
Estas normas ISO 9002 establecen que la dosis inseminante debe tener un
mínimo de 8 millones de espermatozoides con motilidad progresiva.

Este

número puede reducirse a 6 millones si el semen posee más de 30% de
espermatozoides con motilidad progresiva y si la tasa de anormalidades es
inferior al 25%.
5.3.2 Evaluación del porcentaje de vivos posdescongelación: Se descongelaron
18 pajillas de 0,5 ml, las cuales fueron aleatoriamente distribuidas en los tres
medios de capacitación TALP, BWW y BO. Los valores de porcentaje de
espermatozoides vivos se puede observar en la tabla 15, Gráfica 1. Los
resultados no presentaron diferencias significativas (P>0.05).

Tabla 15. Estadística descriptiva del porcentaje de espermatozoides vivos postdescongelación
para tres medios de capacitación espermática In Vitro.

Medio de

Número de

Promedio

Desviación estándar

capacitación

pajillas

TALP

6

64.63

4.91

BWW

6

65.70

4.59

BO

6

68.26

3.74
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Gráfica 1. Porcentaje de espermatozoides vivos postdescongelación para tres medios de
capacitación espermática In Vitro.
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El número de espermatozoides vivos después de la descongelación de las
pajillas está completamente relacionado con la adecuada adición del glicerol en
el momento de la congelación y al proceso de enfriamiento, congelación y
descongelación del semen.
El porcentaje de espermatozoides vivos obtenido por los tres grupos de pajillas
descongelando a 37ºC por 40 segundos fue el adecuado mostrando buenos
resultados al momento de la evaluación en el microscopio y reflejando que la
concentración de glicerol fue la ideal.
Medina, 2007; publica que la sobrevivencia después de la crioconservación de
muchos tipos de células, incluyendo los espermatozoides, es fuertemente
dependiente de la tasa de congelación y descongelación, y especialmente de la
temperatura a la cual las células son enfriadas antes de su introducción en
nitrógeno liquido, fenómeno conocido como “temperatura intermedia de
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sumergimiento sub-cero” (Watson et al., 1992; Sukhato et al., 2001 citado por
Medina, 2007). También se ha reportado que uno de los factores críticos para
la sobrevivencia de las células después de la congelación, es abolir la
formación de cristales de hielo intracelular, por medio de una deshidratación
adecuada antes de su sumergimiento en nitrógeno líquido, lo cual también está
estrechamente relacionado con bajas tasas de enfriamiento que permiten un
mayor reflujo de agua intracelular (Mazur, 1970; Medina et al., 2005 citado por
Medina, 2007).
De esta forma podemos afirmar que los resultados de la curva de enfriamiento
que se realizó (37ºC a -70ºC durante 4 horas) fue la adecuada permitiendo una
buena movilidad y vigor espermático posdescongelacion de las muestras
congeladas.
5.3.3 Motilidad individual de la capacitación espermática: Uno de los principales
parámetros para determinar capacitación espermática es el incremento del
patrón de motilidad y velocidad de los espermatozoides, denominado
hiperactividad o hipermotilidad. Estos cambios de motilidad que ocurren
durante la capacitación son considerados vitales para la penetración
espermática a la zona pelúcida y para la posterior fusión del espermatozoide
con la membrana plasmática del ovocito. El resultado reflejó un cambio en el
movimiento de la célula espermática, ya que el porcentaje fue del 90% de
motilidad individual para cada grupo de pajillas capacitadas con medio TALP,
BWW Y BO, suplementados con heparina 10 mg/ml.
Tabla 16. Porcentaje Motilidad Individual Capacitación Espermática

Medio de

Número de

Promedio

Desviación

capacitación

pajillas

TALP

6

90%

0%

BWW

6

90%

0%

BO

6

90%

0%

Estándar
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Gráfica 2. Porcentaje de motilidad individual para Capacitación espermática In Vitro.
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Cortes, en el 2003, reporta numerosos cambios a través de la membrana
plasmática ya sean metabólicos, iónicos o cinéticos, que conlleva a un proceso
celular conocido como hiperactivación espermática (HA). Este proceso
fisiológico está asociado a la ovulación y fertilización, teniendo en cuenta que si
no hay un adecuado cambio en el movimiento flagelar del espermatozoide no
hay penetración de la zona pelúcida. El sistema computarizado C.A.S.A
(Computer Assisted Sperm Analyzer) ha permitido identificar el cambio ocurrido
cuando el espermatozoide esta hiperactivado, observando un movimiento de
gran curvatura y amplitud de su flagelo, aumento de la amplitud del
desplazamiento lateral de la cabeza y velocidad curvilínea, así como una
disminución del porcentaje de linealidad y velocidad lineal (Burkman, 1995;
Gomez et al; 1996 citado por Cortes, 2003). La hipermotilidad depende del
medio en donde se encuentren los espermatozoides, Fraser 1983 citado por
Cortes, 2003; reportan que medios con ciertas concentraciones extracelulares
altas o bajas producen un descenso en la HA. Las fluctuaciones intracelulares
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de calcio también inciden en la HA de las células espermáticas (Robertson et
al, 1988 citado por Cortes, 2003) así niveles altos de Ca estimulan una
hipercinesis y niveles bajos inhiben tal característica, la utilización de Ca2+
ionóforo o dibutiril AMP cíclico aceleran la capacitación y la aparición de la HA
(Suarez y Osman, 1989 citados por Cortes, 2003). La coincubaciòn de
espermatozoides con líquido folicular hace aumentar la población de células
hiperactivadas, esta acción esta mediada por la presencia de progesterona en
el medio. Según Cortes la HA está relacionada con la morfología espermática y
la capacidad de penetrar la zona pelùcida del oocito.
Las concentraciones de los diferentes componentes que conforman los medios
utilizados en este estudio medio TALP, BWW Y BO, reflejaron en la célula
espermática esos cambios mediados en este caso por los niveles de KCl,
CaCl2 y lactato de Ca, componentes que indujeron de cierta forma cambios de
amplitud y velocidad en el espermatozoide bovino. Estos tres medios arrojaron
resultados iguales en cuanto a la inducción de hipermotilidad espermática,
fenómeno que pudo estar dado ya que los tres medios en su composición
contenían iones potasio y calcio.
5.3.4 Porcentaje de espermatozoides vivos Capacitación Espermática: El
porcentaje de espermatozoides vivos posteriores al proceso de capacitación se
puede observar en la tabla 17. El medio que presentó el mayor porcentaje de
supervivencia fue TALP con un promedio de 85.60%, seguido por BO con
84.23% y por último BWW con 82.70%. Los resultados no fueron
estadísticamente significativos (P>0.05)
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Tabla 17. Porcentaje de espermatozoides vivos Capacitación Espermática

Medio de

Número de

capacitación

pajillas

TALP

6

85.60

2.72

BWW

6

82.70

2.59

BO

6

84.23

4.31

Teniendo en cuenta

Promedio

Desviación
estándar

que el método utilizado para la selección de

espermatozoides fue el método descrito por Parrish, 1988, denominado Swimup, los espermatozoides que alcanzan primero la superficie del medio
capacitante son células que anteriormente ya habíamos mencionado con el
nombre de espermatozoides hiperactivados y que fueron la muestra que
cuantificamos para el conteo de el número de espermatozoides que
sobrevivieron durante el proceso de Swim-up.
Este método sirve para lograr la capacitación y reacción acrosómica In Vitro de
los espermatozoides bovinos. Pero se han utilizados otras como es el gradiente
de percoll finalmente para obtener una deseada fertilización In vitro. Estos dos
métodos recuperan los espermatozoides con mejor motilidad; en consecuencia
los espermatozoides vivos. Parrish, 1994; hizo una comparación entre Swim-up
y el gradiente de percoll, métodos utilizados para obtener espermatozoides
capacitados. En este estudio trabajaron espermatozoides de la especie bovina,
y encontraron que el procedimiento de Percoll fue más rápido y obtuvo mayor
recuperación de espermatozoides mótiles en la muestra, en cambio el Swim-up
obtuvo un buen porcentaje de ovocitos penetrados en la misma concentración
de espermatozoides durante la fertilización in Vitro. El porcentaje de ovocitos,
penetrados por Percoll se incrementó al aumentar la concentraron espermática
durante la fertilización in Vitro, pero no la concentración de heparina y
concluyeron que no hay diferencia en la capacidad de desarrollo de los
embriones fertilizados por Swim-up o Percoll.
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Ya que no se presentó diferencia estadística entre los tres medios evaluando el
porcentaje de espermatozoides vivos, podemos analizar que los tres medios
cumplieron

con

el

objetivo

de

recuperar

espermatozoides

viables

e

hipermotiles, de igual forma se puede seguir trabajando independientemente
del medio de lavado que escojamos con el método Swim-up, un proceso que
mostró separar espermatozoides capaces de fertilizar un ovocito In Vitro.
Comparando los resultados con el trabajo de Parrish la tasa de fertilización In
vitro que se obtuvo fue igual trabajando con los tres medios de capacitación.
Seguramente la concentración espermática hubiese sido mejor si se hubiera
trabajado con el gradiente de percoll, ya que este método recupera un mayor
número de espermatozoides mótiles.
Gráfica 3. Porcentaje de espermatozoides vivos Capacitación espermática In Vitro.
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5.3.5 Porcentaje de reacción acrosómica: El porcentaje de reacción acrosómica
posteriores al proceso de capacitación se puede observar en la tabla 18. El
medio que presentó el mayor porcentaje de reacción acrosómica fue el medio
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TALP con un promedio de 79.63%, seguido por BWW con 67.96% y por último
BO con 61.30%. Los resultados fueron estadísticamente significativos (P<0.05)
Tabla 18. Porcentaje de Reacción Acrosómica Capacitación Espermática

*

Promedio*

Medio de

Número de

Desviación

capacitación

pajillas

TALP

6

79.63a

2.30

BWW

6

67.96b

1.70

BO

6

61.30c

1.34

estándar

Superíndices con letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.05)

Gráfica 4. Porcentaje de reacción acrosómica capacitación espermática In Vitro.

80

79,63
67,96
61,3

70
60
50

TALP

40

BWW
BO

30
20
10
0
TALP

BWW

BO

La capacitación consta de al menos dos componentes: un alteración inicial de
membrana (O'Rand, 1982; Ahuja, 1984; Langlais y Roberts, 1985; Wolf et al,
1986; Yanagimachi, 1988 citados por Parrish, 1989) que permite que los
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espermatozoides se sometan a la segunda fase, que es la fusión de la
membrana plasmática y la membrana exterior acrosomal (Yanagimachi y Usui,
1974 citado por Parrish, 1989). La primera fase se refiere a la capacitación y la
segunda fase comprende la reacción acrosómica (RA). Parrish, 1989; encontró
que el liquido estrual del oviducto bovino contiene un factor de capacitación que
exhibe propiedades similares a las de la heparina. Los estudios actuales
demuestran que el oviducto en sí mismo puede producir un factor de
capacitación, por lo tanto, nadie sugiere que tales factores se originan en el
útero o en líquido folicular.

Estas observaciones confirman la idea que la

capacitación de espermatozoides bovinos es un proceso fisiológicamente
importante y que esta inducido por heparina ya sea In Vitro o In vivo (Parrish,
1989).
En este estudio In Vitro utilizamos la heparina, que ha demostrado ser el
glicosaminoglicano más potente en inducir la reacción acrosómica en
espermatozoides de toro (Parrish y col., 1986); esta inducción se caracteriza
por ser indirecta, promoviendo la captación del calcio por los espermatozoides
a través de los canales iónicos y este ión; interviene en la inducción de la
reacción acrosómica, lo que sugiere que el desprendimiento es un efecto
inespecífico. (Parrish y col., 1988). Por otro lado, la inducción de heparina es
inhibida por la glucosa en el medio (5mM) (Parrish y col., 1985; Florman y First,
1988), siendo este efecto inhibitorio revertido por la adición de cafeína (First y
Parrish, 1987), donde esta última sustancia además potencializaría la acción de
la heparina.
Trabajando con el medio BO y BWW, los cuales dentro de su composición
tienen glucosa a concentración de 13.9 y 5.55Mm y cafeína de 10 y 1 Mm
respectivamente, logrando porcentajes de fertilización In Vitro de 28.7% y
19.4% respectivamente. Se demostró de acuerdo al porcentaje de acrosomas
reaccionados y al porcentaje de fertilización In Vitro; que la cafeína potencializó
la función de la heparina obteniendo una adecuada reacción acrosómica y
estimulando la penetración de espermatozoides a la zona pelúcida.
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La zona pelúcida (ZP) es la matriz proteica extracelular que rodea al gameto
femenino de los mamíferos y está compuesta por tres distintas glicoproteínas
ZP1, ZP2 y la ZP3 en ratones, entre otras (Wassarman y Albertini, 1994;
Wassarman, 1995 citado por Guzman, 2007) y se ha demostrado que el
inductor natural de la reacción acrosómica es ZP3, la cual induce la liberación
del contenido acrosomal; permitiendo el inicio de la segunda fase en la
interacción espermatozoide-ZP. Esta fase involucra una interacción más
estable con la membrana acrosomal interna, y donde la glicoproteína ZP2 es la
responsable (Bleil et al., 1988; Yanagimachi, 1994 citado por Guzman, 2007).
En un estudio que hizo Guzman, en el 2007; la reacción acrosómica fue
evaluada mediante inmunocitoquímica con anticuerpo monoclonal anti-acrosina
humana C5F10 a intervalos de 1 hora durante 4 horas. Los resultados
obtenidos

en

espermatozoides

de

ratón

evidenciaron

un

incremento

significativo (p<0,05) de la reacción acrosómica inducida con ZP homóloga y
heteróloga.
Mediante este estudio identificamos que la reacción acrosómica se da en el
momento en que la cabeza de la célula espermática entra en contacto con la
parte externa del ovocito y que la heparina desencadena cambios en la
membrana que conllevan a la salida de ciertos componentes que inducen o
ayudan al proceso de reacción acrosómica.
Por otro lado; las concentraciones de cafeína y glucosa fueron proporcionales
en el medio BO y BWW. Esto quiere decir que a mayor contenido de glucosa
mayor concentración de cafeína. De acuerdo a esto se sugiere que los dos
medios que contenían cafeína, potencializaron el efecto de la heparina
inhibiendo la acción de la glucosa, en consecuencia el porcentaje de reacción
acrosómica en las células espermáticas fue normal permitiendo que los
espermatozoides penetren el ovocito.
Se ha demostrado que la capacitación espermática inducida por heparina,
depende de la dosis empleada en el medio capacitador, lo que incide
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posteriormente en las tasas de fecundación in vitro. La dosis de heparina
trabajada ha sido

de 10 a 100 microlitros/ml (Lu y Gordon, 1988). Según

Parrish y col., 1988; el tiempo de incubación está directamente relacionado
con la dosis de heparina. En el tiempo de incubación los espermatozoides
liberan acrosina cuando presentan reacción acrosómica, esta enzima está
asociada con la penetración espermática a la zona pelúcida (Barros y col.,
1992 citado por Parrish, 1988). Los resultados obtenidos muestran que la
heparina ejerce un aumento en las tasas de fertilización asegurando
capacitación espermática en un tiempo aproximadamente de una hora en
incubación, tiempo que necesitan los espermatozoides para completar el
proceso de capacitación.
Figura 11. Reacción acrosómica en espermatozoide bovino

ACROSOMA REACCIONADO

Fuente: Benavides, 2008

Parrish, 1988; demostró que la incubación de espermatozoides con
heparina durante al menos 4 horas antes de su mezcla con el esperma
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aumenta el porcentaje de penetración ovocitos, pero se puede inferir por el
presente trabajo que el tiempo estimado para que los espermatozoides liberen
acrosina y se hiperactiven es aproximadamente de 60 minutos en el medio de
capacitación suplementado con 10 mg/ml de heparina. Salgado, 2005; reporta
un porcentaje de fertilización del 67%, trabajando con una concentración de
heparina de 10 mg/ml y 1 x 106 espermatozoides/ml y publica que la tasa de
fertilización guarda relación directa con la dosis de heparina y la concentración
espermática.
5.3.6 Porcentaje de Fertilización In Vitro con tres medios de capacitación
espermática: Los resultados de Fertilización In Vitro (FIV) mostraron que
espermatozoides incubados por 1 una hora, presentaban un porcentaje de
penetración espermática superior cuando estos habían sido lavados con el
medio TALP + Heparina (29.62%), siendo similares al protocolo B.W.W
(19.44%),

y B.O (28.70). Estos resultados estadísticamente no mostraron

diferencia significativa.
Tabla 19. Porcentaje de Fertilización In Vitro

MEDIO
CAPACITACIÓN

OOCITOS
MADURADOS

OOCITOS
FERTILIZADOS

TALP

108

32

29,63

B.W.W

108

21

19,44

B.O

108

31

28,70
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Grafica 5. Porcentaje de Fertilización In vitro
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La concentración espermática que utilizamos para fertilizar ovocitos madurados
en SFB fue de 1 x106 espermatozoides/ml. Comparando con el siguiente
estudio, Salgado, en el 2005; obtuvo un porcentaje de fertilización del 74%
manejando una concentración de 2 x 106 espermatozoides/ml, pero al mismo
tiempo produjo el mayor porcentaje de polispermia. Entretanto esta
concentración de esperma no fue significativamente diferente a la de 1 x 106
(p> 0.05). A su vez Hernández Ledezma et al; Saeki y Van Inzen citados por
Salgado; encontraron que la concentración óptima de semen fue de 1 x 106
espermatozoides/ml y además reportaron que a medida que se aumentaba la
concentración de espermatozoides en el medio de fertilización se incrementaba
la incidencia de poliespermia.
De los anteriores resultados de capacitación espermática In Vitro, se concluye;
que el porcentaje de espermatozoides vivos y porcentaje de motilidad individual
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para los tres grupos de pajillas que fueron trabajadas con los tres protocolos
que inducen capacitación espermática (TALP, BWW, BO); no fueron
estadísticamente diferentes, evaluadas al momento de la descongelación de
las mismas. Los porcentajes de motilidad individual, espermatozoides vivos y
vigor fueron estadísticamente iguales, difiriendo significativamente el porcentaje
de reacción acrosómica, ya que se obtuvo un gran número de espermatozoides
con acrosoma reaccionado trabajando con medio TALP+HEPARINA, que con
los otros protocolos (BWW y BO).
.
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6. CONCLUSIONES
• Las cualidades más importantes que deben tener los espermatozoides de un
eyaculado

fecundante

son

motilidad

progresiva,

morfología

normal,

metabolismo energético activo, motilidad hiperactivada, integridad estructural
y funcionalidad de la membrana, capacidad de penetración y transferencia
óptima del material genético, aunque no hay exactamente un método de
evaluación In Vitro que corrobore los datos arrojados en laboratorio y
demuestre que dichos resultados aseguran fertilización ya sea In Vivo o In
Vitro.
• Se demostró que la concentración seminal fue menor extrayendo la muestra
de semen con electroeyaculador comparándola con vagina artificial.
• Sobresalieron solo 2 anormalidades espermáticas una que es el segmento
doblado que corresponde a una anormalidad primaria y la otra cola en
gancho que corresponde a una anormalidad secundaria, las 2 características
no fueron significativas para evitar el protocolo de congelación seminal.
• El porcentaje de espermatozoides vivos postdescongelación demostró que el
proceso de congelación seminal fue el adecuado, que la concentración de
glicerol como agente criopreservante fue la ideal y que la descongelación de
las pajillas se realizó con el tiempo y la temperatura ideal evitando
mortalidad espermática.
• Uno de los indicadores más importantes para determinar capacitación
espermática in vitro es el cambio del patrón de movilidad del espermatozoide
que se define como hipermotilidad o hiperactividad, induciendo penetración
espermática.
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• Estos cambios de movilidad espermática posiblemente fueron inducidos por
los iones Ca, Mg y K, elementos que estaban dentro de las concentraciones
de los medios TALP, BWW y BO.
• Demostramos que los tres medios cumplieron con el objetivo de recuperar
espermatozoides viables e hipermótiles, de igual forma se puede seguir
trabajando independientemente del medio de lavado que escojamos con el
método Swim-up, un proceso que mostró separar espermatozoides capaces
de fertilizar un ovocito In Vitro.
• De acuerdo con la literatura, la glucosa inhibe la función de la heparina en
los medios de capacitación espermática, este glicosaminoglicano es el que
induce reacción acrosómica de forma indirecta. El medio TALP mostró los
mejores resultados de acuerdo al mayor número de células espermáticas
con acrosoma reaccionado, ya que en su composición este medio carece de
glucosa en comparación con el medio BWW y BO.
•

Se demostró que la cafeína adicionada en el medio BWW y BO,
contrarresta los efectos de la glucosa, y potencializa el efecto de la heparina
ya que los espermatozoides que estaban en contacto con estos dos medios
presentaron reacción acrosómica.

• Los resultados obtenidos muestran que la heparina ejerce un aumento en las
tasas de fertilización asegurando capacitación espermática en un tiempo
aproximadamente de una hora en incubación, tiempo que necesitan los
espermatozoides para completar el proceso de capacitación.
• Los resultados de Fertilización In Vitro (FIV) mostraron que espermatozoides
incubados por 1 una hora, presentaban un porcentaje de penetración
espermática superior cuando estos habían sido lavados con el medio TALP
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+ Heparina (29.62%), siendo similares al protocolo B.W.W (19.44%), y B.O
(28.70).

Estos

resultados

estadísticamente

significativa.
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no

mostraron

diferencia

7. RECOMENDACIONES
• Se recomienda trabajar con el diluyente tris glicina yema de huevo en
trabajos de capacitación espermática In Vitro ya que este medio produce
cambios en la membrana plasmática del espermatozoide induciendo el
comienzo de la capacitación de la célula espermática.
• Para la toma de muestras seminales, la concentración espermática mejora
cuando se trabaja con vagina artificial que con electroeyaculador.
• Las pajillas fueron descongeladas a 37°C por 40 segundos, mostrando los
mejores resultados en cuanto a viabilidad espermática postdescongelación,
este es un método ideal para evaluar pajillas In Vitro.
• Tener en cuenta los cambios en los patrones de motilidad, ya que es el
primer indicador que demuestra capacitación espermática In Vitro.
• El método Swim-up recupera espermatozoides viables e hipermotiles,
trabaja con cualquier medio de capacitación produciendo buenos resultados
de fertilización In Vitro, el inconveniente que tiene esta técnica es el tiempo
de incubación, que es demasiado largo, en comparación con el gradiente de
Percoll que recupera espermatozoides viables y en menor tiempo, de
acuerdo con esto la recomendación es probar el método gradiente de Percoll
en los próximos trabajos que funciona igual que el método Swim-up
reportando buenos resultados de acuerdo con la literatura estudiada.
• Es de vital importancia potencializar el efecto de la heparina con cafeína en
medios que contienen glucosa, asegurando capacitación espermática y en
consecuencia buenos porcentajes de fertilización In Vitro.
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• Se recomienda trabajar con medio TALP más Heparina a una concentración
de 10 mg/ml para capacitación espermática. La concentración espermática
ideal para fertilizar oocitos In Vitro evitando poliespermia es de 1 x 106
espermatozoides/ml.
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ANEXOS
ANEXO 1. Concentración de los constituyentes del medio TALP

COMPONENTE

CANTIDAD

NaCl

100 mM

KCl

3.1 mM

CaCl2

2.0 mM

MgCl2

0.4 mM

NaH2PO4

0.3 mM

Hepes

10 mM

Lactato de sodio

21.6 mM

Piruvato

1.0 mM

NaHCO3

25 mM

BSA

6 mg/ml

Gentamicina

50 µg/ml

Fuente: Parrish, Capacitation of bovine sperm by heparin. 1988.
Anexo 2. Concentración de los constituyentes del medio BO

COMPONENTE

CANTIDAD

NaCl

112 Mm

KCl

4.02 Mm

CaCl2

2.25 mM

MgCl2

0.52 mM

NaH2PO4

0.83 mM

Acido piruvico

1.25 mM

NaHCO3

37 mM

BSA

3 mg/ml

Penicilina

0.031 g/lt

Glucosa

13.9 mM

Osmolaridad: 305 mosm Aprox
Fuente: Brackett and Oliphant, of Rabbit Spermatozoa In Vitro.1975
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Anexo 3. Concentración de los constituyentes del medio BWW.

COMPONENTE

CANTIDAD

NaCl

91.06 mM

KCl

4.78 mM

MgSO4 anhydrous

2.44 mM

KH2PO4

1.17 mM

NaHCO3

4 mM

Hepes

21 mM

Glucosa

5.55 mM

Piruvato de sodio

0.25 mM

Lactato de Calcio pentahidrato

1.71 mM

Lactato de sodio

21.55 mM

Rojo Fenol

0.5 mg/100 mL

Fuente: Thomas, 2006
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